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es maladies d'origine alimentaire constituent à l'heure actuelle l'un des problèmes de santé

publique les plus répandus à l'échelle internationale. Leurs répercussions sur la santé et

l'économie mondiale sont de plus en plus reconnues. Ces maladies sont causées par divers

agents entre autre les microorganismes pathogènes.

En plus des virus et des bactéries pathogènes, les champignons toxinogènes constituent un

danger réel pour la santé de l'homme et de l'animal par la sécrétion de substances hautement

toxiques au cours de leur prolifération sur ou dans les aliments d'origine végétale ou animale.

Ces substances qu'on le nomme sous le nom des mycotoxines.

Les mycotoxines ont des structures chimiques et effets toxiques très variés, elles attirent

l’attention du monde entier en raison de leurs effets néfastes sur la santé de l’homme et de

l’animal (hépatotoxique, cancérigène, immunotoxique, néphrotoxique, hématotoxique,

neurotoxique) et altèrent le fonctionnement des organes de reproductions (Cast, 2003). En

outre, les mycotoxines se retrouvent accumulées dans le mycélium, les spores fongiques,

adsorbées dans les poussières et sont transportées également sous forme d’aérosols en

agrégats liés à des particules minérales ou organiques. Ce qui constitue une autre voie

d’exposition pour l’homme par inhalation (Miller, 1992; Jarvis et Miller, 2005). Parmi les

aflatoxines les plus puissants et les plus toxiques ; l’aflatoxine B1 qui est  une  toxine

hautement  cancérigène  produite  par  le  champignon Aspergillus  flavus. Elle a été associée

au cancer du foie, à la croissance retardée, à un retard de croissance chez les enfants et à

l’affaiblissement du système immunitaire. À  des  niveaux  élevés de  concentration,

l’exposition  aux  aflatoxines  peut  provoquer  des  hémorragies,  des  œdèmes,  et  même  la

mort  immédiate. Elles peuvent être aussi à la base d’énormes pertes économiques à

l’agriculture et aux industries agroalimentaires

Au vu de ces gigantesques problèmes sanitaires et pertes économiques dont les mycotoxines

sont la cause ; un grand intérêt leur est actuellement accordé à travers le monde. Pour garantir

ainsi la santé des consommateurs, des méthodes basées sur des procédés physiques, chimiques

et biologiques ont été testées principalement pour la détoxication des produits alimentaires

(Niderkorn et al., 2007).

Malheureusement, et jusqu'à présent, il n’existe pas de procédés de décontamination fiables

permettant de retirer la mycotoxine sans dénaturer le produit. Il est donc nécessaire d’initier

L
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des recherches plus poussées visant à trouver les solutions innovantes en vue de répondre aux

questions souvent négligées de contamination et exposition de l’aflatoxine à l’échelle

mondiale. Une stratégie de prévention de la contamination par les mycotoxines est donc

indispensable.

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

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

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

pays.

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser de nombreux composés chimiques

(polyphénols, saponines, alcaloïdes,...) de propriétés physico-chimiques très différentes et qui

présentent une large variété d’activités biologiques (antimicrobienne, antitumorale, antivirale,

antioxydante…). Il est actuellement reconnu que les plantes constituent une source importante

de molécules bioactives. C’est pour cela que l’ethnobotanique et l’ethnopharmacologie

s’emploient à recenser, partout dans le monde, des plantes réputées actives pour lesquelles il

convient de préciser les propriétés et valider les usages.

Dans un pays regorgeant d’une richesse très importante en flore comme l’Algérie, la

valorisation de notre patrimoine végétal et la recherche des extraits des plantes qui présentent

des propriétés biologiques intéressantes font l’objet des axes de recherche actuel.

Le Lycium halimifolium Mill est une plante médicinale de la famille de Solanaceae connue

par sa puissance antioxydante de ses baies. Et malgré les diverses études sur l’utilisation de

ses baies dans le domaine alimentaire et celui de la médecine traditionnelle, peu de travaux

ont été réalisés sur ses feuilles. Les feuilles de Lycium halimifolium Mill font donc l’objet de

notre étude phytochimique et biologique et plus particuliérement l’effet antimycotoxinogène

et antihépatotoxicose.

La démarche poursuivie pour la réalisation de ce modeste travail passe par quatre chapitres,

le premier est dédié à l’isolement et l’identification d’une souche de moisissure à partir des

grains d’arachides produisant l’aflatoxine B1, qui servira de support pour le reste de ce

travail. Le second présente une étude ethnobotanique suivi par une étude phytochimique
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caractérisée par des analyses qualitatives et quantitative de différentes fractions des feuilles de

Lycium halimifoliumMill. Le troisième est consacré à la recherche in vitro, les effets

antifongiques et antimycotoxinogène sur la souche fongique sélectionnée productrices

d’aflatoxines B1, cette partie sera associée à d’autres activités biologiques. Enfin, le

quatrième chapitre est orienté vers la recherche in vivo de l’effet préventif et/ou

thérapeutique des fractions de feuilles de Lycium halimifolium Mill vis-à-vis de la toxicité

hépatique de l’aflatoxine B1.

En sommes, les conclusions essentielles sur l‘ensemble de ce travail ainsi que les perspectives

de sa continuité ont été dégagées.



Chapitre I

Mycètes Mycotoxinogènes
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1. Introduction

Un grand nombre d’espèces de moisissures appartenant, principalement, aux trois genres très

communs de mycètes en l’occurrence, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, présents dans l’air

ambiant, le sol, sur les cultures, sont capables, en se développant sur certains substrats tel que

l’arachide,  de synthétiser et d’excréter des toxines. Ces toxines qualifiés de mycotoxines ;

sont très toxiques pour l'homme et les animaux, celles les plus couramment rencontrées, et

faisant l’objet d’une surveillance régulière, sont les aflatoxines. En effet, l’Agence

Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) a classé les aflatoxines parmi les

substances cancérogènes.

La mycotoxinogenèse est un phénomène d’une grande complexité, dont les conditions

optimales dépendent d’une combinaison de plusieurs facteurs.

En Algérie, des études récentes réalisées sur des denrées alimentaires commercialisées ont

mis en évidence la présence d’aflatoxines dans les arachides (Riba, 2010 ; Guezlane-Tebibel,

2013).De même, Plusieurs travaux ont porté sur l’identification des moisissures et de la

toxicité de leurs mycotoxines dans le domaine alimentaire (Bouhet et Oswald 2005 ; Makun

et al., 2010).

L’objectif visé dans ce chapitre, est l’isolement d’une souche de moisissure à partir des grains

d’arachides produisant de mycotoxines ;plus précisément l’aflatoxine B1, et son identification

moléculaire. La souche sélectionnée servira de support pour le reste de ce travail.
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2. Revue bibliographique

2.1. Moisissures mycotoxinogènes

Les moisissures sont des champignons filamenteux souvent multicellulaires, largement

répandues dans la nature, et peuvent être observés à divers endroits (atmosphère, sol, eau,

végétaux et déchets organiques, etc.), et plus particulièrement sur les denrées alimentaires

entreposées, stockées depuis un certain temps (Marie et al., 2002 ; Tabuc, 2007). Le terme

"moisissure" désigne l’ensemble des champignons microscopiques qui ont de l’importance

dans l’industrie humaine et dans l'environnement, de façon bénéfique ou néfaste (Leyral et

Vierling, 2001 ; Nguyen, 2007).

Les champignons toxiques produisent un certain nombre des mycotoxines, très toxiques pour

l'homme et les animaux, ce qui les qualifie de moisissures mycotoxinogènes, leur

présence est fortement dépendante de nombreux facteurs (Cahagnier, 1998 ;Guezlane-

tebibelet al., 2016).

2.2. Facteurs influençant la toxinogénèse

La mycotoxinogénèse, est la synthèse et l’excrétion des mycotoxines, c’est un phénomène

d’une grande complexité. Cependant, les conditions permettant la toxinogénèse sont plus

étroites que celles autorisant la croissance fongique. Ainsi, nous pouvons distinguer les

facteurs intrinsèques qui sont liés à la souche fongique elle-même et les facteurs extrinsèques

qui se constituent de l’ensemble des conditions écologiques (Moreau, 1994 ; D’Mello, 1997)

2.2.1. Facteurs extrinsèques

Les facteurs de l’environnement qui contrôlent le développement de la toxinogénèse chez

moisissures sont nombreux à savoir la teneur en eau, l’humidité relative, le pH, la température

ambiante, la composition du substrat en éléments nutritifs et sa richesse en graisses ou en

azote et la compétition entre les différents micro-organismes ( Tabuc, 2007 ; Guezlane-tebibel

et al., 2016).



Chapitre I : Mycètes Mycotoxinogènes

6

2.2.2. Facteurs intrinsèques

Concernant la nature de la souche, certaines moisissures sont toxinogènes, en revanche,

d’autres ne le sont pas. De plus au sein d’une même espèce toxinogène, certaines souches sont

fortement productrices de toxines alors que d’autres le sont mais à des degrés moindres. La

toxinogénèse d’une moisissure peut dépendre du stade de développement de la souche

productrice (Castegnaro, 1999 ; Abdellah, 2004 ; Tabuc, 2007).

2.3. Genre Aspergillus

Les champignons du genre Aspergillus appartiennent au sous-embranchement des

Ascomycotina par leur mode de reproduction sexué. La monographie de Raper et Fennell, «

the genus Aspergillus» reconnaît plus de 132 espèces réparties en 3 grandes divisions en

fonction de la présence ou non de métules. Ce n’est qu’en 1985 que Samson et Pitt ont

proposé la création de sous-genres et de section.

Figure 1. Caractères morphologiques des Aspergillus (Botton et al., 1990).

La plupart des Aspergillus sont saprophytes, ils se développent dans le sol et les détritus, dans

les composts et sur les végétaux malades et morts. Ils colonisent les végétaux déjà abîmés par

des blessures, des piqûres d’insectes ou des attaques d’autres champignons, mais ils sont aussi

présents sur la surface des graines. Dans les mauvaises conditions de stockage, ces

champignons peuvent évoluer et devenir des parasites. Les champignons appartenant à ce

genre sont responsables de maladies chez l’homme et les animaux (aspergillose pulmonaire,

allergies ou mycotoxicoses). Cependant ils sont aussi capables de produire des enzymes, des

acides organiques et des pigments utiles en alimentation et en industrie (Schuster et al., 2002).
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Selon Klich, (2002)la classification de l’Aspergillus est comme suit :

Règne :Mycota

Embranchement : Eumycota

Sous-embranchement :Ascomycotina

Classe : Euascomycetes

Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Genre : Aspergillus

2.4. Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, moisissure de couleur vert jaune à vert olive, caractérisée par des

conidiophores nettement rugueux et incolores, des vésicules globuleuses ou subglobuleuses de

25 à 45 μm de diamètre, généralement bisériées, des phialides verdâtres, de 6-10 x 4.0-5.5

μm, des conidies subsphériques de 3 à 6 μm, vert pâle et légèrement rugueuses. C'est une

espèce à prédominance tropicale et subtropicale, peut coloniser de nombreux substrats,

fréquemment rencontrés dans le sol, les produits végétaux en décomposition, les fourrages, les

grains et semences en stockage, les aliments pour animaux, les dérivés de céréales, etc.A.

flavus élaborent divers métabolites toxiques, mais surtout des aflatoxines, notamment

l'aflatoxine B1 qui est l'un des plus puissants hépato-carcinogènes connus à l'heure

actuelle(Tabuc, 2007).

2.5. Mycotoxines
Les mycotoxines sont des produits du métabolisme secondaire des moisissures, de faible poids

moléculaire, élaborés par des moisissures appartenant principalement aux genres ;

Aspergillus, Penicillium, Fusarium et Alternaria(Galtier, 2005 ;Guezlane-tebibel et al.,

2016).On distingue parmi les groupes de mycotoxines considérées comme importantes du

point de vue agroalimentaire et sanitaire, les aflatoxines, l’ochratoxine A, la patuline, les

fumonisines, la zéaralénone, les trichothécèneset notamment le déoxynivalénol et la toxine T-

2 (Galtier, 2005 ; Bennett, 2003).

L'origine chimique des mycotoxines est très diverses, certaines dérivent, des acides aminés

(alcaloïdes de l'ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique, slaframine, gliotoxine,
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roquefortine,sporodesmine), des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxine, patuline, citrinine.

acide pénicillique, stérigmatocystine, zéaralénone), des dérivés terpéniques

(diacétoxyscirpénol, fusarénone, désoxynivalénol, roridines, toxine T-2, verrucarine) ou

encore des dérivés d’acides gras (fumonisines, alternariol)(Pfohl-Leszkowicz, 1999).

Dans les conditions arides, le stress de la sécheresse peut entraîner la fissure des

gousses (arachides, maïs) et l'infiltration des spores aboutissant ainsi à une importante

accumulation d'aflatoxines (Ellis et al., 1993 ; Giorni et al., 2008 ;Streit, 2012).

L'aflatoxinogenèse par A. flavus peut avoir lieu dans une température situant entre 12°C et

42°C, avec un optimum se trouvant entre 25°C et 30°C et une activité de l’eau estimée (aw)

entre 0.84- 0,99 (Pitt et Miscamble, 1995 ;Belli, 2004 ; Giorni et al., 2008).

2.6. Les aflatoxines (AFs)

2.6.1. Généralités
Les aflatoxines sont un groupe de métabolites secondaires toxiques, produits

principalement par certains souches d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus

(Kibje, 2015). Les aflatoxines B1, B2, G1 et G2 (AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2

respectivement) sont les quatre toxines principales parmi au moins 16 toxines.

Aspergillus flavus produit les aflatoxines B1 et B2 avec d’autres composés toxiques à

savoir :Acides cyclopiazonique, acide kogique, acide β-nitropropionique, aspertoxine,

aflatrème et l’acide aspergillique (Huwig et al., 2001; Chapeland-Leclerc et al., 2005 ;

Coppock and Christian,  2007 ; Huffman et al., 2010). Les aflatoxines AFM1 et AFM2

sont les métabolites des aflatoxines AFB1 et AFB2, issus de leur hydroxylation dans le

foie des animaux exposés. Ces métabolites représentent un danger en terme de santé

publique car ils sont excrétés dans le lait, se fixent aux caséines et persistent dans les

produits laitiers (Marienet al, 1987).
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Figure 2. Structure des aflatoxines.
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(Toffa, 2015).
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L’AFB1 est un composé thermorésistant stable même à des températures de 250 °C pendant

30 minutes à l’état cristallisé, leur poids moléculaire est de 312. L’aflatoxine en présence des

rayons UV et une fluorescence bleue (AFB1 et AFB2) ou verte (AFG1 et AFG2). Par contre,

l’AFM1 émet une fluorescence bleue violette, elles sont très solubles dans les solvants

organiques de polarité moyenne (CHCl3, CH3OH, DMSO), renferment une double liaison en

position 8-9 qui les rendent potentiellement cancérogènes (Abdellah, 2004 ; Toffa, 2015).

2.7.1. Biosynthèse de l’aflatoxine B1

Les aflatoxines dérivent de l’acétyl-CoA issu du métabolisme primaire et dépend fortement

des conditions chimique et physique de croissance, c'est-à-dire, de la composition du substrat,

de la température, du pH, de l'activité de l'eau et de la combinaison particulière de différents

paramètres qui peuvent inhiber ou activer complètement la biosynthèse de ces aflatoxines

(Ellis et al., 1993; Giorni et al., 2008 ;Redouane-salah, 2016).

La biosynthèse des aflatoxines débute par la conversion des malonyl-CoA en une polycétone

noranthrone par deux acides gras synthases (Fas-1 et Fas-2) et une polycétone synthase PKS.

La conversion de la noranthrone en acide norsolorinique (NOR), le premier intermédiaire

stable, est probablement, assurée par la monooxygenase CypA et la dehydrogenase NorB. Le

NOR peut être ensuite transformé en averantine (AVN) par dehydrogenase Nor-1 ou NorA.

Quelques étapes de conversion d’AVR en versicolorine B (VERB) ne sont pas encore

établies. Cette conversion est probablement catalysée par les enzymes CypX, MoxY et AvfA.

La versicolorine A est transformée en diméthylsterigmatocystine (DMST) par une

ketoreductase Ver1 et un cytochrome P450 monooxygenase VerA. L’étape finale est la

conversion d’O-methyl-sterigmatocystine (OMST) ou dihydro-O-methylsterigmatocystine

(DHOMST) en aflatoxines B1, B2, G1 et G2 en présence de l’enzyme NADPH-dependant

monooxygenase (Dao, 2005).
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Figure 4. Voie de biosynthèse de l’aflatoxine B1 de l’A. flavus (Wilkinson et al., 2004).
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2.7.2. Métabolisme de l’aflatoxine B1

La pénétration dans l’organisme de l’AFB1 peut avoir lieu par voie orale et trachéale,

l’absorption est rapide et s’effectue au niveau de l’intestin grêle dans la partie duodénale

(Castegnaro et al., 1999; Dao, 2005 ; Magnusson, 2013 ; Kibje, 2015). L’AFB1 peut subir des

réactions de biotransformations de phase I (oxydo-réduction) (ex: AFM1) et de phase II

(conjugaison) (ex: GSH–AFB1).

L’AFB1 rejoint le foie par la veine porte, les enzymes cytochrome P450 (CYP) (incluant

CYP1A2, CYP3A4 et CYP2A6) dans le foie et d'autres tissus convertissent l'AFB1 aux

époxydes (AFB 1-8,9-exo-époxyde), et (AFB1-8,9-endo-époxyde) et à AFM1, AFP1, AFQ1,

et sa forme réduite aflatoxicol. Parmi les époxydes, l'AFB1-8,9-exo-époxyde (et non l'AFB1-

8,9-endo-époxyde) peut former des liaisons covalentes avec l'ADN et à l’ARN en position N7

de la guanine, ayant pour conséquence l’altération de la synthèse d’acides nucléiques

(transcription, blocage de l’ARN polymérase II) et de la synthèse peptidique (traduction,

blocage de la synthèse des ARNr, ARNt et ARNm) (Figure 5) (Magnusson, 2013). L’AFB1

8,9-époxyde peut aussi se lier à des protéines (protéines nucléaires, liaison aux histones H3) et

en modifier la structure et les fonctions comme l’altération du transport des électrons et de la

respiration cellulaire (cytochromes b et c).De plus, l'époxyde AFB1-8,9 (active) peut

interférer avec le fonctionnement normal des cellules nerveuses en formant des adduits

d'ADN, des adduits de protéine, des facteurs de stress oxydatifs, une apoptose dirigée

mitochondriale des cellules nerveuses ainsi que l'inhibition de leur synthèse de protéine,

d'ARN et l'ADN (Brown, 2009; Ezekiel et al., 2011). En outre, AFB1, AFM1 peut également

être activé pour former AFM1-8,9-époxyde qui se lie à l'ADN résultant des adduits en AFM1-

N7-guanine. Ces adduits de guanine et de lysine sont notés pour apparaître dans l'urine. Il a

été reporté également que l’AFB1 est capable d’induire la mutation du codon 249SERdu gène

TP53, cette dernière étant le résultat directe de l’effet mutagénique de l’AFB1 (Villar et al.,

2012).

La biotransformation des groupements fonctionnels de l’AFB1 entraîne une réduction de la

toxicité lors d’hydroxylations AFP1, AFQ1 et l'aflatoxicol, devenant inactifs, plus

hydrophiles et sont excrétés tels quels dans l'urine sous forme conjuguée au glutathion, à

l’acide glucuronique et au sulfate(IARC, 2002; Do, 2007). Ceci est dû, entre autre, au fait que

l’AFB1, au niveau du plasma, se fixe sur l’albumine sur le même site que la phénylbutazone,
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Ce mode de détoxification est la voie majeure d’excrétion chez un grand nombre d’espèces

animales (Castegnaro et al., 1999 ; Wild et Turner ,2002 ; Klin et al., 2002).

Figure 5. Voie métabolique d’AFB1 (Swick, 1984 ; Neal,1998).
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3. Matériel et méthodes

Cette partie a été réalisée au sein du Laboratoire de Mycologie, Biotechnologies et de

l’Activité Microbienne (LaMyBAM), l'identification moléculaire de l'isolat fongique a été

réalisée au Laboratoire des Microorganismes et des Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie.

3.1. Echantillonnage

Les arachides utilisées pour cette étude ont été choisies parmi les céréales cultivées dans la

commune de Berrihane (wilaya d'El Tarf) située à une altitude de 8m, une latitude : 36.8372,

une Longitude: 8.12385, 36° 50′ 14″ Nord, 8° 7′ 26″ Est. Cette région se caractérise par un

climat humide et une température avoisinant la température optimale de la sécrétion de

l’aflatoxines. La récolte est effectuée durant le mois de juin 2013.

3.2. Isolement des moisissures

L'isolement du champignon toxinogène est effectué par la désinfection superficielle des petits

fragments des grains d’arachides endommagés et ce, par trempage dans l’éthanol absolu

pendant cinq minutes. Les pièces sont, ensuite, rincées abondamment avec de l’eau distillée

stérile, afin d’éliminer les contaminants de l’air (Benhamou et al., 1997). Un échantillon

d’une cinquantaine de gousses d’arachides issues de la campagne agricole 2013 a été mouillé

avec de l’eau distillée stérile et laissé à la température ambiante (27 °C à 34 °C) dans des

boîtes de Pétri pendant 7 jours. Les gousses d’arachides ont été ouvertes mais les graines et

leurs coques ont été mouillées ensembles (Ouattara, 2011).

3.3. Purification

Partant du consortium de champignons poussés, une purification des souches d’intérêt

(Aspergillus) a été faite. Pour cela des repiquages successifs en points par épuisement des

champignons poussés ont été effectués sur le Potatose dextrose agar (PDA), ce milieu ralentit

le développement des moisissures envahissantes tels que les Mucor et les Rhizopus, et permet

d’isoler celles appartenant à d’autres genres Aspergillus. La  colonie  parfaitement  isolée,

peut  être  ensuite,  prélevée  et  transférée  toujours  au moyen d’une  anse  de  repiquage  sur
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le  même  milieu  mais  dans  de  nouvelles  boites  de  Pétri(Badran et Zulfiqar, 2012).

L’incubation  de  toutes  les  boites  est  effectuée  à  30°C  jusqu’à l’obtention  de  colonies

apparentes, les dernières colonies poussées sur les points de repiquages successifs par

épuisement ont constitué les souches pures. La croissance bactérienne a été inhibée par

l’addition de chloramphénicol aux milieux de culture à une concentration de 5 mg/l pour

éviter la contamination (Botton et al., 1999).

3.4. Conservation des moisissures

La  méthode  de  conservation  des  souches  la  plus  utilisée  et la  plus  simple  consiste  à

repiquer les  isolats  en  tube  sur  gélose  inclinée  PDA, les  cultures  sont  incubées pendant

3  à  7  jours à 28°,  pour  permettre  une  croissance  maximale,   puis  elles  sont  stockées  à

4°C pour favoriser  leur viabilité et limiter  les  possibilités de variations (Botton et al., 1990;

UI-Haq et al., 2002).

3.5. Identification de l’isolat fongique

L’identification  morphologique de l’isolat  fongique  sélectionnée  fait essentiellement appel

aux caractères culturaux et morphologiques des moisissures isolées à l’état pure (Botton et al.,

1990), elle est  effectuée  par l’ensemble de test préliminaires : observation  macroscopique,

microscopique,  et  l’étude  moléculaires.

3.5.1. Observation macroscopique

L’étude  de l’aspect  macroscopique  consiste  en  une  observation  à l’œil   nue  puis à la

loupe binoculaire dans le but de déterminer s’il s’agit d’un Aspergillus ou d’un autre genre en

fonction de l’aspect morphologique de  la  taille  (petite, moyenne,  grande),  de  la  forme  de

la  colonie   (ronde,  irrégulière,  etc.),  de  la  transparence, de l ’élévation de  la colonie, de

type de  la colonie et le relief  (Camille, 2007).

3.5.2. Observation microscopique

3.5.2.1. Observation à l’état frais

Dans des conditions d’hygiène et d’asepsie, la préparation du matériel fongique pour

l’observation microscopique à l’état frais consiste  à  déposer  une  goutte  d’eau

physiologique  stérile  sur  lame en  verre  propre,  puis  à l’aide d’une  anse  de platine
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stérile,  un  prélèvement  de  la  colonie  identifié  est  apporté  et  dissocié  dans  la  goutte

d’eau  physiologique stérile,  ensuite,  recouverte  par une  lamelle  en  évitant  la  formation

de bulles d’air, l ’observation  est  réalisée au  microscope optique à l’objectif (X40) puis à

immersion (X100). Cette  technique  permet l’observation  des  moisissures  vivantes  et  la

détermination  de  leur morphologie (Singleton, 2005).

3.5.2.2. Observation par coloration au bleu de méthylène

Cet  examen  repose  sur  la  méthode  classique  suivante ;  les  frottis  utilisés  sont  étalés  à

l’aide d’une  anse  sur  des  lames  en  verre  propres.  Les  lames  sont  ensuite  séchées  à

l’air,  à  proximité d’un  bec  bunsen,  puis  fixées  par  la  chaleur  en  les  passants  deux  ou

trois  fois  sur  la  flamme. Les  frottis  préparés  sont  colorés  pendant  2  minutes  au  bleu

de  méthylène  puis  ils  sont décolorés  par  lavage  à l’eau  du  robinet,  séchés  par  le  papier

filtre  et  examinés  au  microscope jusqu’à l’objectif   à  immersion (GX100) (Guiraud,

1998).

3.5.3. Etude moléculaire

L’étude moléculaire de l'isolat fongique a été réalisée au Laboratoire des Microorganismes et

des Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie, elle consiste à confirmer l’identification de

l’isolat fongique sélectionné par l’utilisation les amorces universelles ITS1, ITS4 pour le gène

ITS.  La  détermination  de l’identité d’un  microorganisme nécessite  la  réalisation  de

plusieurs étapes,  à  savoir : L’extraction d’ADN ; l’amplification  du gène  désiré  par  PCR ;

purification  du  produit  de  la  PCR ;  le  séquençage  du  gène  étudié  et  le traitement des

séquences.

3.5.3.1. Extraction de l'ADN fongique

Des tubes d’eppendorf de 1,5 ml sont remplis au tiers avec du mycélium fongique, un volume

de 500 µl de tampon de lyse est ajouté au broyat. Après homogénéisation du mélange avec

une pince en bois, le mycélium est mis en incubation pendant 30 minutes à 1 heure au bain-

marie à 65°C. Les protéines sont éliminées par un traitement au Phénol-Chloroforme-Alcool

isoamylique (volume égal à celui du tampon de lyse). Après homogénéisation du mélange et

centrifugation (15 min à 13000g), la phase supérieure aqueuse est récupérée (environ 400µl)

et l'ADN est précipité sélectivement en présence de 10% (40 µl) d'acétate de sodium (3 M à

pH 8) et avec un volume de 0,54 (216 µl) d'isopropanol pour ne pas précipiter les
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polysaccharides. Après une nouvelle centrifugation (3min à 12000g), le surnageant est retiré

et le culot d'ADN est rincé avec 300 µl d'éthanol 70 %. Après une nouvelle centrifugation, le

culot est repris dans 300 µl de tampon TE puis placé à 65°C jusqu'à dissolution complète.

L'ADN dissout est traité avec 3 µl de ribonucléase A (concentration finale : 100 µg/ml)

pendant 1 heure à 37 °C. L'ADN est ensuite précipité avec 30 µl d'acétate de sodium (3 M, pH

8) en présence de 600 µl d'éthanol pur (conservé à -20°C), le culot est rincé avec 300 µl

d'éthanol 70 % puis séché au " Speed vac " pendant 15 à 20 min. L'ADN est ensuite repris

dans 100 µl de TE, maintenu une nuit à 4°C (pour dissoudre l'ADN) puis conservé à -20.

3.5.3.2. Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR)

La technique de la PCR consiste en une amplification enzymatique in vitro d'un segment

d'ADN, à l'aide d'amorces oligonucléotidiques qui sont complémentaires des séquences en 5'

et 3' du segment à amplifier. Ce segment est recopié en plusieurs millions d'exemplaires par

une série de réactions successives. Cette technique est basée sur le fonctionnement cyclique

d’une ADN polymérase thermorésistante (Taq DNA polymérase) isolée à l'origine d'une

bactérie thermophile Thermusaquaticus. Cette enzyme a un optimum d'activité pour une

température se situant entre 70°C et 80°C et peut supporter des températures allant jusqu'à

96°C (Mullis et Faloona, 1987). La réaction d'amplification nécessite, outre la présence de

l'ADN utilisé comme matrice et la Taq polymérase, l'utilisation de deux oligonucléotides

(amorces) qui s'hybrident avec les séquences situées aux extrémités 5' de la zone à amplifier,

et des déoxynucléotides triphosphates (dCTP, dGTP, dATP, dTTP) nécessaires à la synthèse

de nouveaux brins d'ADN. La réaction d'amplification s'opère au cours d'une succession de

cycles de températures sur le mélange réactionnel adéquat. Le cycle d'amplification débute

généralement par la dénaturation de l'ADN bicaténaire à amplifier (92°C- 95°C) ensuite

Hybridation ou appariement des amorces sur la région complémentaire (varie selon les Tm

des amorces) et enfin l’extension ou polymérisation à partir des amorces des brins d'ADN. On

se place généralement à 72°C.

Dans le présent travail, la PCR a été adoptée pour amplifier les ITS (InternaI Transcribed

Spacer ou espaceurs internes transcrits) de l'unité ribosomique de la souche d’intérêt. Deux

amorces universelles ITS1 et ITS4 ont été utilisées, il s'agit de: ITS1:

TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Tm= 58°C) et ITS4: TCCTCC GCTTATTGA TATGC

(Tm= 65°C) (Josef et  al.,  2004), Le  mélange  réactionnel de  PCR  utilisé  pour  amplifier

le gène étudié contenait: 5 µl Tampon de la réaction 10X, 1.5 µl Tampon Mg,  0.3 µl dNTPs
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(10 mM)  , 0.5 µl ITS1 (20 pmoles/µl),  0.5 µ1 ITS4 (20 pmoles/µl), 17.5 µl H2O ultra pure,

0.22 µl Taq polymérase, 1 µl ADN. le  programme d’amplification  de l’ITS est  le  suivant :

95°C  pendant  5min,  puis  30  cycles  de « 95°C  pendant 30 secondes, 55°C pendant 30

secondes, 72°C pendant 1min », et enfin 72°C pendant15 min.

3.5.3.3. Electrophorèse des acides nucléiques

Les produits d'amplification sont séparés par électrophorèse sur un gel horizontal d'agarose à

1,4% additionné de bromure d'éthidium (1µl/20 ml de gel). Cette électrophorèse se fait dans

un tampon TEB (80 mM Tris-HCl pH 8 ; 2,5 mM EDTA ; 89 mM acide borique) pendant 2h

30 à 3h sous 120 volts. Les bandes amplifiées sont visualisées sous UV (312 nm). La taille

des différents fragments est déterminée à l'aide de marqueurs de poids moléculaire. Le

séquençage  des  gènes  étudiés  est  réalisé en  utilisant  les  mêmes  amorces  décrites  ci-

dessus.

3.5.3.4. Analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques

Les  séquences  obtenues  sont  corrigées  et  sont  déposées dans  la  banque  de  donnée

«Genbank »  et  le  numéro d’accession  est  obtenu. La comparaison des séquences avec

celles ces bases de données a été réalisée via l’algorithme BLAST (Altschul et al., 1990). Les

alignements des séquences nucléotidiques ont été réalisés grâce au logiciel Chromas

(Thompson et al., 1994).



Chapitre I : Mycètes Mycotoxinogènes

19

4. Résultats et discussion

Le présent travail porte sur l’isolement des souches fongiques à partir des arachides et la

sélection de l’isolat le plus performant pour la production des toxines en se focalisant sur la

caractérisation moléculaire de l’isolat sélectionné.

4.1. Isolement et purification

L’isolement des moisissures à partir des échantillons d’arachides a permis d’observer deux

aspects différents (Figure 6).

Figure 6. Photos de l’’isolement des moisissures

La purification des moisissures sur milieu nutritif PDA (Potato Dextrose Agar) et

incubation à l’obscurité pendant sept jours à 25°C a donné seulement deux types de

moisissures (Isolat 1 et Isolat 2) qui semblent appartenant au genre Aspergillus. En raison

de leur fréquence élevée à contaminer les denrées alimentaires et leur pathogénicité, nous

avons choisis le premier isolat(I1)(Figure 7).
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Figure 7.Photos représente la purification des isolats I1(à gauche) et I2(à droite).

Tout d’abord, la principale région de production de l’arachide en Algérie est la région de la

willaya d’El Taref. En 2013, cette dernière note une production 15.000 quintaux de

cacahuètes dans une superficie de 2.500 ha, d’après la déclaration du directeur des services

agricoles (DSA), M.Y. Kourd de la wilaya d’El Taref.

D’après les résultats, notre échantillon d’arachide présente une variété de flore

fongiquelimitée, uniquement deux isolats sont observés. Ce résultat corrobore avec plusieurs

études qui ont confirmé que les arachides sont des denrées alimentaires fréquemment

contaminées par les moisissures, la contamination peut avoir lieu avant la récolte, au champ,

au cours du séchage, ou au cours du stockage (Nguyen, 2007 ; Tabuc, 2007 ; Kpatinvoh et al.,

2017).En outre, lorsque les conditions environnementales (température et humidité) sont

favorables, la dominance du genre Aspergillus dans la flore contaminante (les arachides, maïs,

niébé, riz…) a été reportée dans plusieurs travaux (Le bars et le bars, 1987; Riba et  al., 2005 ;

Toffa, 2015). Ainsi, les espèces du genre Aspergillus sont considérées comme des moisissures

de stockage ( Withlow et Hagler, 2001).Ces moisissures ont déjà fait l’objet de plusieurs

études à travers le monde, particulièrement en Afrique, où des rapports relatant leurs

présences dans les arachides et les effets carcinogènes, mutagènes, hépatotoxiques,

tératogènes qu’induisent leurs métabolites secondaires sur les consommateurs sont établis

(Bankole and Adebanjo, 2003 ; Zinedine et al., 2007).
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4.2. Identification de l’isolat sélectionné

L'identification d'espèces fongiques est traditionnellement fondée sur les caractéristiques

culturales et morphologiques macroscopiques et microscopiques. Cette identification

nécessite donc, en général, plusieurs jours de culture (7 à 10 jours le plus souvent). La culture

sur des milieux spécifiques peut être nécessaire pour obtenir la formation de conidies et, dans

certains cas, l’absence d’apparition de conidies rendra impossible l’identification du

mycélium.

4.2.1. Critères d'identification macroscopique

L’identification de l’isolat sélectionné (I1) a été faite, en premier lieu, par une analyse des

critères macroscopiques selon les clés de détermination de Botton et al., (1990).

Les observations sont illustrées dans la figure 8 ci-dessous.

Figure 8. Aspect des colonies de l’isolat sélectionné sur milieu PDA : (a). face ;(b). Revers.

L’étude macroscopique de l’isolat est réalisée par l’observation de la colonie à l’œil nu après

7 jours d’incubation, sur gélose PDA et à température optimal (25±2°C). En effet,

l’observation a montré que l’isolat I1 se développe rapidement (de 2 à 3 jours), la forme des

colonies est duveteuses à poudreuses, puis, jaune, ensuite, vert-jaune à vert olive et pouvant

a b
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avoir une bordure blanche, plus dense vers le centre. Le revers présente une couleur jaunâtre

crème sur le milieu PDA.

4.2.2. Critères d’identification microscopique

L’étude microscopique est portée sur l’observation des structures caractéristiques de la souche

fongique sélectionnée (I1), elle s’effectuait sous microscope optique aux grossissements

GX40 et GX100. La figure 9 résume les différents caractères microscopiques observés par

différentes techniques.

Figure9. Aspect microscopique de l’isolat sélectionné sous microscope optique : (a). à grossissement x40, (b). à
grossissement x 100. C: conidies, CP: conidiophore, V: vésicule. M: métule, Ph: phialide, S : septum.

L’étude microscopique de la souche en question, a permis d’observer un mycélium cloisonné,

une tête aspergillaire constituée d’une vésicule sphérique, sur laquelle sont formées les

phialides portés sur des métules (tête bisériée), chaque phialide produit des conidies

globuleuses à subglobuleuses, vert pâle, ainsi,les têtes aspergillaires sont portées sur des

conidiophores.D’après Tabuc, (2007) et Pitt et Hocking, (2009), tous ces critères

macroscopiques et microscopiques, montrent que cet isolat appartient au genre Aspergillus

dont l’espèceest Aspergillus flavus. Ce résultat corrobore avec celle des travaux réalisés

récemment par Houshyarfard et al., (2014) , qui ont montré que les grains d’arachides peuvent

être contaminés par Aspergillus, dont les principales espèces fongiques identifiées sont

l’Aspergillus  flavus, qui est majoritairement isolé de notre échantillon d’arachide,  et l’

Aspergillus parasiticus par contre non identifiée dans notre cas.

a b
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Pour confirmer cette identification, une caractérisation moléculaire a été effectuée.

4.2.3. Caractérisation moléculaire de l’isolat

L’étude moléculaire de l'isolat fongique I1 a été réalisée au Laboratoire des Microorganismes

et des Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie. Les méthodes les plus intéressantes pour

l’identification sont basées sur l’amplification par PCR (polymerase chain reaction) de

certaines régions spécifiques, des régions ITS1 et ITS2 (Hinrikson et al., 2005).

L’identification moléculaire peut permettre une différenciation rapide des différentes espèces

d’Aspergillus ainsi que celle d'autres moisissures ou levures, pathogènes opportunistes

(Paterson et al., 2003; Dial ,  2007;  Schabereiter-gurtner et al.,  2007).

4.2.3.1. Extraction d’ADN

Le bon déroulement de l’extraction d’ADN de l’isolat d’Aspergillus flavus a été vérifié par

Nanodrop 2000. Les résultats obtenus ont révélé une bonne concentration de l’ADN, R =

(DO260/DO280) = 2, résultat largement satisfaisant, ce qui a permis son amplification.

4.2.3.2. Amplification de séquence d’ADN- ITS
Les résultats montrent que la bande d’ADN amplifiée de l’ITS migre avec une distance

équivalente à 600 pdb. Le profil de la séquence amplifiée de l’ITS est illustré dans la figure 9.
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Figure10. Migration des bandes d’ADN d’ITS de l’isolat I1 sur gel d’agarose 600pdb. MM Marqueurs

moléculaires.

Ce résultat corrobore ceux développé par Kumeda et Asao, (1996) qui ont montré à travers

l’application de la PCR-SSCP et PCR-RFLP, que la bande d’ADN de l’A. flavus a un

fragment de 600 pdb correspondant à l'amplification de la région ITS1 / 5.8S / ITS2 avec

l'amorce ITS1-ITS4. En outre, une autre étude utilise les régions ITS1et ITS2, a trouvé que les

amplicons (fragments d’ADN) de différentes espèces d'Aspergillus ont une taille variée de

565 à 613 pdb. (Travis et al., 2000).

4.2.3.3. Séquençage

Après le séquençage du gène ITS rDNA d’Aspergillus sp les séquences obtenues (figure 10)

ont été corrigées par le programme Chromas Pro 17, et comparées à celles précédemment

publiées dans la banque GenBank. Cette étude a montré que les séquences sont similaires à

celles d’Aspergillus flavus, avec un pourcentage de similitude de 99% et ce qu’a permis son

enregistrement sous le numéro d’accession (gi | 146746162 | EF409803.1)) au niveau de la

même banque.

AAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAA

GCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCC

CCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAA

TGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCA

AAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGC

GTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTG

CGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGC

GGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGCCCGCCG

AAGCAACTAAGGTACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGGAACCCT

ACACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGTCACCCTGACGGGAAATACCGAG

Figure11. Séquences finales du gène ITS après avoir été corrigé à l’aide du programme «Chromas Pro 17 ».

La région conservé ITS est une approche très utile pour la vérification morphologique et

phénotypique et phylogénétique depuis près de 20 ans, offre des avantages distincts car il
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affiche habituellement la variation de séquence entre les espèces ainsi que les variations

mineures des souches de la même espèce (Imge Oktay, 2011).

Henry et al., (2000), Geiser et al., (2007), Sanchez-Hervas et al., (2008) et Karthikeyan et al.,

(2009) ont toutes noté la capacité des techniques moléculaires pour différencier les

Aspergillus. Cette approche moléculaire est également utilisée pour identifier les espèces

d'Aspergillus tel que A. flavus, A. fumigatus qui sont la cause d'Aspergillose invasive, par

amplification des régions ITS1 et ITS2 conservées de 18S et 28S rDNA (Henry et al., 2000).

D’après Manonmani et al., (2005) et Imge Oktay, (2011) les techniques moléculaires par

l’utilisation de plusieurs régions ont également été largement appliquées pour différencier les

souches aflatoxigéniques et non aflatoxigéniques des espèces d’Aspergillus.



Chapitre II

Matériel végétal



Matériel végétal
___________________________________________________________________________

26

1. Introduction

Jadis, les traditions humaines ont su développer la connaissance et l'utilisation des plantes

médicinales.Et depuis, l’homme s’intéresse aux plantes et l’histoire des substances naturelles

s’identifiant en partie à celle de la pharmacie, à savoir la pharmacognosie qui étudie les

remèdes naturels et les substances biologiquement active

Actuellement, dans le monde près de 25% des prescriptions sont à base de plantes, et selon

les estimations de l'OMS en 2002, plus de 80 % de la population en Afrique, utilisent encore

les plantes médicinales pour répondre à leurs besoins de soins et de santé. L’Algérie ne fait

pasexception, et l'utilisation de ces plantes pour le traitement de différentes maladies s'est

développée de manière spectaculaire.

Face aux contraintes thérapeutiques des médicaments de synthèse chimique liées au coût

élevé, leurs toxicités, et l’insuffisance des centres de santé surtout en milieu rural qui limite

une véritable prise en charge des problèmes de santé, les populations font recours à la

médecine traditionnelle.

De nombreux extraits d'origine végétale sont une source riche de composés biologiquement

actifs. Ces composés sont des métabolites secondaires tel que les polyphénols, possédant des

activités biologiques diverses, notamment les propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, et

anticancéreuses (Surhet al, 2001).

Lycium halimifolium Millest l’une des plantes médicinales les plus utilisées à travers le

monde. La composition chimique et les propriétés biologiques de ses fruits sont largement

développées, alors que, ses feuilles demeurent peu étudiées.

C’est dans ce contexte que s'inscrit la stratégie de cette partie, dont l'objectif essentiel est à

l'étude phytochimique des feuilles de Lycium halimifolium Mill,afin de valoriser, in vitroet in

vivoles ressources de cette espèce et de mettre en évidence les éléments non développés

auparavant.
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2. Synthèse Bibliographique

2.1. Le Lycium

2.1.1. Habitat naturel

Le Lycium est répandu dans les régions tempérées à subtropicales, de l’Europe méridionale à

l’Asie, d’Amérique du nord et du sud, d’Afrique, d’Australie et d’Eurasie (Fukuda et al.,

2001) (Figure 12). Selon une analyse phytogénétique moléculaire (analyse de séquence

d’ADN) de l’ADN de chloroplastes d’espèces du genre Lycium en 2001, on distingue deux

grands clades deux grands clades sont distingués : l’un comprenant les espèces d’Eurasie,

Afrique méridionale et Australie, et l’autre celles d’Amérique du Sud, Amérique du Nord et

Pacifique (Fukudaetal., 2001 ; Amagase et Farnsworth, 2011 ; Pungier, 2012).
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espèces toxiques en raison a cause de leur teneur en alcaloïdes (solanine, scopolamine,

atropine, etc.). Ce Sont en général de grandes plantes herbacées ou arbustives, se développent

souvent d'une manière indéterminée, ne différenciant pas les premières feuilles des suivantes,

les fleurs se répartissent sont dispatchées  sur toute la hauteur de la plante et par cette attitude

semble ne jamais terminer leur cycle. Les fruits sont des baies charnues, possédant comme les

fleurs une grande variété de couleurs et de formes. Les graines contenues dedans sont en

forme de rein ou de lentille. Elles renferment au milieu d’un albumen charnu, une plantule

courbée ou en spirale (Delaveau, 2003 ;Dupont et guignard, 2012). Les légumes de cette

famille, tomates, aubergines, sont essentiellement autogames, le poivron peut présenter une

part d'allogamie qui impose son isolement. La pollinisation est entomophile, c'est l'action

mécanique de l'insecte (bourdons, abeilles) qui provoque la fécondation (Botineau, 2010).

2.1.3. Caractéristiques du genre Lycium

Le genre Lycium regroupe une centaine d’espèces herbacées et sarmenteuses, arbuste épineux

et arbrisseaux. Leurs feuilles sont simples, alternes ou groupées, et courtement pétiolées. Le

calice, plus petit que la corolle, comporte un tube relativement étroit qui se termine par cinq

lobes étalés, sous forme en de cloche. Les fleurs sont petites, pourpres, violacées ou

blanchâtres, isolées ou axillaires. Les cinq étamines sont fondues longitudinalement, de

longueurs inégales, à anthères non conniventes. Le fruit est une baie globuleuse et charnue de

couleur rouge à rouge-orangé, voir pourpre à maturité. Toutes les espèces du genre Lycium

peuvent être retrouvées dans les haies mais également comme plantes ornementales

(Delaveau, 2003 ; Botineau, 2010 ; Maitre, 2011).

2.1.4. Description botanique de Lycium

Un arbrisseau touffu, plus ou moins épineux mesurant de 1 à 5 mètres de longueur. Ses

rameaux sont flexueux, ténus et assez faibles, retombant ou pendant et peuvent être un peu

anguleux dans leur longueur. Ses feuilles, peu épaisses, au limbe ovale-allongé et à nervures

secondaires apparentes, sont courtement pétiolées. Elles sont alternes, simples et entières, à

marge lisse. Cette plante possède des tiges souterraines (rhizomes) cylindriques et peu

ramifiées, poussant près de la surface puis se développant en profondeur (Bonnier et al.,

1990). Des racines adventives partent de cette tige et poussent en direction de la lumière, ses

fleurs violet-clair sont visibles de mars à octobre, voire même en hivers. Le calice est très
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irrégulier et forme deux lèvres dentées ou non sur chaque division. La corolle est en

entonnoir, à 5 lobes récurvés voir renversées. Elle est 4 à5 fois plus longue que le calice, avec

un tube de même longueur que ses lobes étalés. Les pédoncules floraux sont, en général, plus

longs que les fleurs.  Et les étamines, irrégulières, sont nettement saillantes (Boullard, 2001;

Maitre, 2011).

Figure 13. Planche botanique de Lycium  halimifoliumMill[4]

2.1.5. Nomenclature et systématique de Lycium halimifolium Mill

2.1.5.1. Nomenclature

Le mot grec lykion, en latin Lycium a donné le nom français lyciet signifiant originaire de

Lycie (Sharamon et Baginski,2009). Le nom « goji » a été donné par le médecin et botaniste

tibétain Dobosbradley en 1974 (Maitre,2011).Le nom binominal latin Lycium barbarum L. a

été attribué par l’illustre botaniste suédois, Carl vonlinné en 1753 (Amagase et Farnsworth,

2011). Le Lycium barbarum L., encore appelé lyciet de Barbarie ou lyciet commun, possède

de nombreux synonymes latins : Lycium halimifolium Mill, Lycium turbinatumloisel, Lycium

vulgare Dunal, Lycium trewianumroemetschult(Li, 2009).
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2.1.5.2. Systématique

Selon la classification phylogénétique APG II (Boitineau, 2010), le Lycium appartient aux

angiospermes Eudicotylédones évoluées, encore appelées Astérides. Il appartient à l’ordre des

Solanales, à la famille des solanaceae et au genre Lycium.

Règne : Plantae

Sous-Règne : Tracheobionta

Super-division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Asteridae

Ordre : Solanales

Famille : Solanaceae

Genre : Lycium

Espèce :Lycium halimifolium Mill

2.2. Composition chimique de la plante

2.2.1. Principaux constituants de la baie de goji

2.2.1.1. Composés phénoliques

Parmi les flavonoïdes identifiés dans le biais de Lycium halimifolium M, la sous-classe des

flavonols sous forme d’hétérosides (quercétine, rutine et kaempférol) et des flavonoïdes non-

glycosylés (les flavonols ou catéchines (tanins condensés), on peut rencontrer également de la

myricétine(Pungier,2012). Cependant, Les acides phénoliques sont représentés

essentiellement par l’acide caféoylquinique et ses isomères (Wanget al.,2010).Dans une autre

étude, l’analyse d’un échantillon de fruit de Lycium halimifoliumM par un système de

chromatographie liquide à haute performance à détecteur UV à barrettes de diodes couplés à

un spectre de masse à trappes d’ion (CLHP-DAD-ESI-SM), a permis la détermination
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simultanée d’acides phénoliques et des flavonoides.  Parmi 52 polyphénols testés, 15 acides

phénoliques et flavonoïdes ont été identifiés positivement dans le Lycium halimifolium M, à

savoir : quercétine-rhamno-di-hexoside , quercétine-3-0- rutinoside ( rutine), acide

dicafeylquinique et ses isomères, Acide chlorogénique, Quercétine-di-rhamno-(hexoside),

kaempférol-3-0rutinoside, isorhamnétine-3-0-rutinoside, acide p-coumarique, acide caféique,

acide vanillique, acide férulique, acidehydroxycinnamique et dérivés (Inbarajet al., 2010 ;

Wang et al., 2010).

L’étude de Boullilaet al., (2015)a identifiépar HPLC-PDA-SM, que l’acide caféoylquiniqueet

l’acide chlorogénique sont les composants majoritaire des fruits de Lycium.

2.2.1.2. Caroténoïdes

Les caroténoïdes sont des métabolites majoritaires dans le Lycium halimifolium M., présents

sous 11 formes libres et 7 estérifiées. Parmi ces molécules, la B-carotène, notamment, est

responsable de la couleur rouge-orangé du fruit. Le dipalmitate de zéxanthine est

majoritairement présent dans ce fruit (30 à 50% des caroténoïdes totaux), suivi de la B-

cryptoxanthine, du monopalmitate de zéaxanthine et de ses 2 isomètre, et de la forme trans-du

B-carotène. La zéaxanthine est un isomère de la lutéine, dérivée du B-carotène (Sharamonet

Baginski, 2009, Amagase et Farnsworth,2011).

2.2.1.3. Autres constituants

les biais de Lycium sont riche en sels minéraux et en oligoéléments à savoir : K, Na, P, Mg,

Ca, Fe, Zn, Mn, Cu, Ni, Mo, Co(Martinez et al., 2013). Une autre étudea montré que les

vitamines du groupe B (B1 B2 et B3) sont présentes en quantité notablesavec la vitamine A

dans le Goji (Sharamon et Baginski, 2010). Les baies de Gojicontient également 6-16% de

protéines, 40-60% glucides dont les polysaccharides (LBP)tel que les glycoprotéines ou

protéoglycanes sont les composés les plus importants de Goji (31%), responsable entre autre

de ses propriétés antioxydantes, et des lipides 0.45-1.40% (Wanget al., 2009; Potterat, 2010 ;

Amagase et Farnsworth, 2011 ; Pungier, 2012).
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2.2.2. La composition des feuilles de Lycium halimifolium Mill

Les feuilles de Lycium halimifolium Mill (Lycium Barbarum L.) sont considérées comme un

thé fonctionnel ou comme suppléments diététiques (Mocanet al., 2017).Cependant, les feuilles

de L. barbarum, appelées (vitalité et la vigueur de la nature) dans la médecine traditionnelle

chinoise, ont été rarement étudiés, malgré leurs utilisations dans l'atténuation des carences

minérales, combattre la détresse, étancher la soif, dissiper le vent et améliorer la vue (Chenet

al., 2015). En outre, l'information sur la composition chimique et la bioactivité des feuilles de

L. barbarum n’est pas exhaustive et assez limitée. En effet, récemment, les feuilles de Goji

ont été décrites comme une source durable d'antioxydants et de composés antibactériens

(Mocanet al., 2014 ;Gonget al., 2016).

Selon Mocan et al.,(2014),les feuilles de Lycium halimifolium Mill contiennent en quantité

importante de la rutine et acide chlorogénique.  Cependant, il a identifié également la

présence de l’acide caféique, a. gentisique, a. coumarique, a.férulique, isoquercetrine,

quercetine et la quercetrine.

Par ailleurs, des études ont montré que les feuilles deLycium renferment divers composés tels

que des flavonoïdes (quercétine, kaempférol, rutine, nicotiflorine, l’acide chlorogénique et

isoquercitrine) mais aussi d’autres molécules comme l’acide vanillique, l’acide salicylique et

l’acide nicotinique (Maitre,2011 ; Boulila et al., 2015).

Cependant, la dernière étude de Mocanet al, en janvier 2017,amontré la richessedes feuilles

de Lycium halimifolium par les composés phénoliques,il a également identifié la présence des

acides phénoliques comme : l’acide chlorogénique (majoritaire), acide 5-O-Ferruloylquinique,

et des flavonoïdes glycosidés tel que : Quercetin-3-O-Glu-7-O-Rha, Kaempferol-3-O-Rhu,

Kaempferol-3-O-Glc-7-O-Soph.

2.2.3. Principaux constituants des écorces

Les écorces de Lycium sont caractérisés par une richesse en composées phytochimiques tels

que des peptides cycliques, un glycoside dérivé nitrogènés, des alcaloïdes, des composés

phénoliques, de l’apigénine et des terpénoides (Maitre, 2011).
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2.2.4. Principaux constituants des fleurs

Les fleurs de Lycium contiennent de la diosgénine, du B-sitostérol, et du lanostérol (Potterat et

al.,2010).

2.3. Propriétés pharmacologiques de Lycium halimifolium Mill

2.3.1. Renforcement du système immunitaire

Les glycopeptides de la plante de Lycium halimifolium Mill agissent comme un stimulant du

système immunitaire(Potterat et Matthiasal, 2008). Ils augmentent la réponse immunitaire,ils

favorisent notamment la fabrication et l’activation des lymphocytes T et des cellules Natural

killerainsi que la sécrétion, la prolifération et la différenciation des cytokines (hormones de

régulation immunitaire) qui augmentent la réponse immunitaire qui aidant à lutter contre les

maladies infectieuses (Chenet al., 2008). Les polysaccharides renforcent l’immunité

également par leurs effets antioxydants. Les propriétés d’immunomodulation présentées par le

Goji nous mènent directement à un autre bienfait de ce fruit : son action contre le cancer

(Ganet al., 2004 ; Giordano, 2009).

2.3.2. Effet régulateur du diabète de type 2, hypolipémiant et antihypertenseur

Le diabète de type 2 toujours provoque une hyperglycémie et une hyperlipémie et il entraîne

également un stress oxydatif par la glycation entre le sucre sanguin en excès et les protéines

tissulaires, qui permet la formation de radicaux et la peroxydation lipidique. Un traitement de

dix jours avec divers extraits de baies de Lycium  halimifolium Mill administré à des lapins

présentant un diabète avec hyperlipémie réduit de manière significative leur glycémie, leur

taux de cholestérol total et celui de triglycérides (Luo et al., 2004). Ces effets hypolipémiants

et hypoglycémiants ont aussi été étudiés notamment par Zhao, (2005), qui a trouvé une

résistance spécifique pour l’insuline et une diminution de la concentration plasmatique de

triglycérides et de cholestérol et de la glycémie postprandiale, et une perte de poids, chez des

souris avec un diabète non insulinodépendant traitées aux LBP.
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2.3.3. Effet neuroprotecteur dans les maladies neurodégénératives

Des études montrent l’efficacité des polysaccharides des extraits du Lycium qui agissent

comme neuroprotécteurs contre l’apoptose et contre la toxicité du peptide bêta-amyloïde (β-a)

connu comme néfaste pour le système nerveux par la formation de plaques à l’origine de la

maladie d’Alzheimer (Giordano, 2009).

2.3.4. Effet protecteur de la vision, contre le glaucome, la dégénérescence maculaire et
la cataracte

Les glycopeptides du Lycium jouent un rôle protecteur des cellules ganglionnaires de la

rétine.  Donc permet de diminuer la perte des fibres nerveuses en cas d’hypertension oculaire,

puisqu’elle protégerait les fibres saines avoisinantes par la neutralisation des composés

neurotoxiques (glutamate, oxyde nitrique) excrétés lors de la destruction de ces fibres.

Certains caroténoïdes qui présentent en quantité Importante dans la baie de Goji, comme la

lutéine et la zéaxanthine constituent une source directe de nutriments et d’antioxydants pour

les yeux et les protègent (Giordano, 2009 ;Chen et al., 2015 ).
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3. Matérielset Méthodes
Cette partie s’est déroulée en deux temps l’une sur terrain et l’autre au laboratoire. Concernant

la phase de terrain, elle consiste à la collecte des feuilles, avec une enquête ethnobotanique de

l’espèce sélectionnée. Quant aux travaux de laboratoire, ils ont été conduits au Laboratoire de

Mycologie, Biotechnologie et l’Activité Microbienne (LaMyBAM) et le Centre d’Ingénierie

des Protéines (CIP) à l’université de liègeen Belgique.

3.1. Enquête ethnobotanique

L’enquête ethnobotanique est un travail qui consiste à aller à la rencontre des praticiens

traditionnels pour s’enquérir de leur méthode de traitement des maladies. Cette enquête est

indispensable dans la mesure où elle nous permet de nous orienter afin de cibler certains tests

biologiques. L’outil de travail est élaboré en une série de questionnaires (voir annexe1)

3.2. Lieu et période de cueillette de la plante

L’espèce sélectionnée a été récoltées dans leur habitat naturel ; les montagnes de « Djebel

Chettaba » à Ain Smara, Constantine, situé à 1266 mètre d'altitude avec 36°19'41" N et

6°27'4"E. L’identification botanique a été faite par Pr. Khalfalah N, Laboratoire de Génétique,

Biochimie et Biotechnologie Végétale, Université des frères Mentouri, Constantine. La

collecte du matériel végétal a eu lieu en journée et en plein printemps (période de floraison)

entre le 02 Mars et le 30 Avril 2013.

Figure 14. Localisation géographique de djebel Chettaba
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Biochimie et Biotechnologie Végétale, Université des frères Mentouri, Constantine. La

collecte du matériel végétal a eu lieu en journée et en plein printemps (période de floraison)

entre le 02 Mars et le 30 Avril 2013.

Figure 14. Localisation géographique de djebel Chettaba
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3.3. Préparation de l’échantillon

Une fois, la récolte du matériel végétal réalisé, la partie aérienne est, ensuite, séchée à l’ombre

à température ambiante, ce séchage est effectué dans un endroit protégé afin d’éviter des

interférences causées par la poussière, les insectes ravageurs ou les rongeurs. Les feuilles sont

étalées en couches non épaisses pour optimiser le séchage afin d’éviter les moisissures, puis,

elles sont écrasées dans un mortier avant de passer au travers d’un tamis et enfin, finement

pulvérisées au moulin. La poudre obtenue est stockée dans des petits sacs en papier, étiquetés

puis conservés à l’ombre.

3.4. Le criblage phytochimique

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la présence

des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée. Toutefois, ce screening

phytochimique ne renseigne point sur la nature des molécules chimiques. Bien entendu, les

tests de caractérisation phytochimiques présentent des imprécisions car ils sont basés en partie

sur l’analyse qualitative. Le principe est soit basé sur la formation de complexes insolubles en

utilisant les réactions de précipitation, soit la formation de complexe colorés en utilisant des

réactions de coloration.

3.4.1. Tests des métabolites secondaires

3.4.1.1. Test des alcaloïdes

Selon Bruneton, (1999),une quantité de 5 g de la poudre végétale est ajoutée à quelques

gouttes d’eau distillées avec l’acide sulfurique (H2SO4) à 0.5N. L’extrait obtenu après

filtration de la solution est reparti sur trois tubes correspondant respectivement à Wagner

(iodo-iodure de potassium) qui donne une précipité brun, Valser Mayer (tétraiodomercurate

de potassium) qui donne une précipité blanc jaunâtre  et dragendorff (d'iodure de mercure de

potassium) qui donne une précipité orangé, et l’apparition de ces couleurs révèle la   présence

des alcaloïde .

3.4.1.2. Test des saponosides

Les saponosides sont des substances très fréquentes chez les végétaux, ils sont caractérisés par

leur pouvoir moussant en solution aqueuse qui donne l’indice de mousse. Un décocté à 1% est
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préparé avec 1g de poudre dans 100 ml d’eau bouillante et maintenir une ébullition légère

pendant 15 minutes puis la suspension est filtrée. On introduit dans 10 tubes à essai

successivement 1 à 10 ml de filtrat en complétant le contenu de chaque tube à 10 ml avec de

l’eau. On agite le contenu de chaque tube pendant 15 secondes en raison de 2 agitations par

seconde. La hauteur de mousse est mesurée 15 minutes après. L’indice de mousse est calculé

à partir du numéro de tube (N) dans lequel la hauteur de mousse est de 1cm. lm =

1000/N(Diallo D et al., 2004).

3.4.1.3. Test des stérols et triterpènes

La présence des stérols et triterpènes est mis en évidence à l’aide de H2SO4 concentré. Un

extrait est tout d’abord réalisé à partir d’une macération pendant 24 heures de 1g de poudre de

la plante dans 20 ml d’éther. L’extrait obtenu servira en plus des stérols à la caractérisation

des caroténoides et des coumarines. Les stérols et triterpènes sont mis en évidence par ajout

de 1 ml de CHCl3 au résidu de 10 ml du macéré évaporé. La solution obtenue est partagé dans

deux tubes à essais, puis 1 à 2 ml de H2SO4 concentré sont ajoutés au fond de l’un des tubes,

l’autre servira de témoin. La formation d’un anneau rouge brunâtre ou violet à la zone de

contact des deux liquides, révèle leur présence (Bruneton, 2009).

3.4.1.4. Test des dérivés anthracéniques

On retrouve les dérivés anthracéniques dans les plantes, sous forme de génies (ou aglycones)

libres ou sous forme combinée d’hétérosides anthracéniques. La présence des dérivés

anthracéniques est mise en évidence à l’aide de la solution NH4OH diluée à 50%.  Un extrait

chloroformique est préparé à partir de 1g de poudre d’échantillon dans 10 ml de CHCl3, suivi

d’un chauffage pendant 3 minutes au bain-marie. La solution est filtrée à chaud. Le résidu de

la poudre épuisée par CHCl3 servira à mettre en évidence les formes hétérosidiques (O-

hétérosides). Les anthracéniques libres, sont mis en évidence en ajoutant 1ml de solution

NH4OH diluée à 1ml d’extrait chloroformique, suivi d’une agitation. L’apparition d’une

coloration plus ou moins rouge indique leur présence (Badiaga, 2011).

Les O-hétérosides sont caractérisés par ajout au résidu de la poudre épuisée par CHCl3

précédemment, 10 ml d’eau plus 1ml de HCl concentré, chauffer l’ensemble pendant 15

minutes au bain-marie, puis refroidir sous courant d’eau froide et filtrer. A5 ml du filtrat sont
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ajoutés 5 ml de CHCl3, après agitation soutirer la phase organique. L’apparition d’une

coloration rouge ou moins intense indique la présence des O-hétérosides.

Les C-hétérosides sont caractérisés par ajout de 10ml d’eau et 1ml de solution FeCl3 à 100% à

la phase aqueuse obtenue précédemment avec les O-hétérosides, le mélange est chauffé 30

minutes au bain-marie et refroidi sous courant d’eau. La phase organique est séparée après

agitation avec 5 ml de CHCl3 et 1ml de NH4OH diluée et ajouté. L’apparition de la coloration

rouge plus ou moins intense la présence des C-hétérosides (Badiaga, 2011).

3.4.1.5. Test des tanins

La présence de tanins galliques et catéchiques a été mise en évidence à l’aide de perchlorure

ferrique. Pour ce faire, un infusé à 5% est préparé en mettant 5g de poudre de l’échantillon

dans 100 ml d’eau bouillante. Après 15 minutes, la suspension est filtrée et rincée pour

obtenir 100 ml d’infusé à 5%. Cet infusé servira également à caractériser les flavonoïdes. Les

tanins galliques, hydrolysables, sont mis en évidence par ajout de 15 ml de réactif de Stiasny à

30 ml de l’infusé à 5%, après 15 minutes de chauffage au bain-marie à 90°C, le mélange est

filtré et saturé par 5 g d’acétate de sodium, ensuite il est additionné de 1ml de solution de

FeCl3 à 1%. L’apparition d’une teinte bleue indique la présence de tanins galliques. Les tanins

catchiques, non hydrolysables, sont caractérisés par addition de 1 ml de HCl concentré à 5 ml

d’infusé préalablement préparé, le mélange est porté à ébullition pendant 15 minutes. En

présence de tanins catéchiques un précipité rouge insoluble dans l’alcool iso-amylique, se

forme. Les tanins catéchiques sont aussi mis en évidence après l’addition du réactif de Stiany

par la formation de précipité (Bruneton, 2009).

3.4.1.6. Test des coumarines

Pour détecter les coumarines, 0,5 g de la poudre sont mis dans un tube à essai contenant du

méthanol, puis les tube à essai sont fermé avec du papier imbibé avec du NaOH (1N).  Les

tubes sont, ensuite, placés dans un bain pendant quelques minutes, puis observés sous lampe

UV à 365 nm. L'apparition d'une fluorescence jaune indique leur présence (Trease et Evans,

1989).
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3.4.1.7. Test de phlobatannins

En dissolvant 0,5 g de poudre dans 10 ml de méthanol (50%) après filtration, on fait bouillir le

filtrat avec HCl à 1%. L'apparition d'un précipité rouge indique leur présence (Sofowora,

1993).

3.4.1.8. Test des résines

Le test de précipitation implique de mettre 0,2 g de la poudre dans 15 ml d'éthanol à 96%,

l'extrait d'éthanol après filtration est traité avec 20 ml d'eau distillée. L'apparition d'un

précipité blanc indique leur présence (Evans, 2002).

3.4.1.9. Test de flavonoïdes

La recherche des flavonoïdes est réalisée par une macération de 10 g de la poudre dans 150 ml

d’acide chlorhydrique (HCl 1%) pendant 24 h. Après filtration, une solution alcaline de

NH4OH est ajoute au 10 ml de filtrat. L’apparition de couleur jaune claire dans la partie

supérieure de tube indique la présence des flavonoïdes (Harborne, 1998).

3.4.1.10. Composés volatils

Les composés volatils ont été identifiés par la méthode d’hydrodistillation a l’aide d’un

extracteur de type Clevenger (Alitonouet al., 2012).

3.4.1.11. Les composés réducteurs

Macérez 5g de la poudre dans le méthanol, après filtration, on ajoute 0.5 - 1 ml de la solution

de Fehling (A+B). L’apparition d’une couleur rouge brique indique leur présence.

3.4.2. Tests des métabolites primaires

3.4.2.1. Les carbohydrates

Après macération de 100 mg de la poudre dans 5 ml d’eau distillé, l’extrait aqueux est testé

par deux tests différents l’un est le test Molish réalisé en ajoutant 2 gouttes de Molisch (10%
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d'α-naphtol dans l'éthanol) avec1 à 2 ml de H2SO4 concentré versé sur le côté du tube à essai.

Ainsi, l’apparition d’un anneau violet indique la présence des carbohydrates.

L’autre est le test de Fehling, réalisé par un chauffage de 1ml de l’extrait avec solution de

Fehling (A+B). L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des

carbohydrates.

3.4.2.2. Les protéines et les acides aminés

La révélation des protéines par la réaction de Biuret mettant en évidence les liaisons

peptidiques. La méthode consiste à mettre en milieu basique des ions cuivre(II) en présence

de protéines. Un complexe coloré mauve ou violet se forme à 540 nm.

La révélation des acides aminés a été réalisée par le test de Ninhydrine, et une couleur violette

apparait.

3.5. Extraction des composés phénoliques totaux

Cette étape qui a pour but la désorption des molécules d’intérêt des sites actifs de la matrice

végétal, est primordiale car elle déterminera la quantité et la nature des substances extraites et

par conséquent le succès des étapes suivantes. L’extraction  des  flavonoïdes  est  réalisée

selon  la  méthode  de  Markham, (1982),   avec modification  inspirée  selon  la  méthode  de

Bruneton,  (1993) , Bekkaraet al ., (1998).

3.5.1. Extraction solide-liquide (ESL)

L’extraction  des  polyphénoles est  effectuée  par macération  à  partir  de  la  matière  sèche

finement  broyée  dans le méthanol  80%  (v/v), le volume de solvant doit d’être suffisant pour

que la matrice reste immergée pendant la totalité de l’extraction. Les ratios optimums solide-

liquide les plus souvent trouvés dans la littérature sont 1/10 ou 1/50 (mg/ml) (Michel, 2011),

dans la présente étude que nous avons choisie 1/10. Après macération de 24 heures avec

agitation, le  macérât  est  filtré  sur  Büchner  sous  pression  réduite  puis soumis  à  une

évaporation  à  basse  pression  à  50°C  par un Rota Vapor ( Heidolph.4000 efficient ).  La

phase  aqueuse (le filtrat) ainsi  obtenue  est  conservée  48  heures  à 40°C  pour  accélérer

la  diffusion  des molécules dans  les  solvants  puis  filtrée.
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3.5.2. Fractionnement de l’extrait hydrométhanolique par Extraction liquide-liquide
(ELL)

Dans le but de partager les molécules selon leurs propriétés physico-chimiques, un

fractionnement liquide-liquide est réalisé entre deux phases non miscibles. l’extrait

hydrométhanolique est  débarrassé d’abords des cires, des  lipides et de  la chlorophylle  par

trois  lavages  successifs  avec  l’éther  de  pétrole  (v/v)  pour  donner  une  phase aqueuse.

Afin  de  séparer  les  flavonoïdes  en  fractions  aglycones,  monoglycosides  et  di  et

triglycosides,  la  phase  aqueuse  est  mélangée  avec  chloroforme (v/ v)  pour  obtenir  une

phase  organique  contenant  les  flavonoïdes aglycones  et  les  aglycones  méthoxylés.   La

phase aqueuse  restante  subit  à  son  tour  trois  extractions  avec  l’acétate  d’éthyle  afin  de

récupérer dans  la  phase  organique  certains  flavonoïdes  aglycones  mais  surtout  les

monoglycosides.   La phase  aqueuse  restante  est  mélangée  avec  le  n-butanol  pour

récupérer  notamment  les flavonoïdes  di  et  triglycosides.   La phase aqueuse finale contient

surtout les flavonoïdes glycosylés plus polaires (Figure 13). Les deux fractions  récoltées

acétate d’éthyle (ACT) et butanolique (BUT) qui font l’objet de cette études, sont

concentrées  par  évaporation  à basse  pression  à 45°C  puis  lyophilisées  pendant  24

heures. La  lyophilisation permet d’obtenir un  produit facilement  soluble dans  l’eau et qui,

après  addition  d’eau,  présente  les  mêmes  caractéristiques  que  le  produit  d’origine.

Chaque lyophilisat  est  pesé  pour  calculer  le  rendement  de l’extraction,  exprimé  en

gramme  de lyophilisat par 100 g de matière sèche. Le rendement est calculé par la formule

suivante :

R (%) = M x 100/M '

R: Rendement de chaque phase

M: masse de l’extrait de chaque phase

M’: masse de la matière sèche de la plante
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Partie aérienne de

Lycium halimifolium Mill

100 g

Extraction solide-liquide MetOH (80%)

L’extrait hydrométhonolique

Extraction liquide-liquide

Dégraissage parEther de pétrole

Extrait aqueux                                                                                                Fraction à l’éther

de pétrole
Partition Chloroforme

Fraction à                               Extrait aqueux

Chloroforme Partition Acétate d’éthyle

Extrait aqueux

Partition n-Butanol

Extrait aqueux

Figure 15.Schéma résumant les étapes de l’extraction des parties aériennes de Lycium halimifolium Mill par les
solvants organiques.

Fraction à l’acétate
d’éthyle (ACT)

Fraction
Butanolique (BUT)
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3.6. Analyses quantitative des composés phénoliques par

spectrophotométrie (Visible)

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de l’échantillon.

Le dosage des phénols totaux a été effectué par le réactif de Folin-Ciocalteu, et les

flavonoïdes ont été quantifiés par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium, tandis que le

dosage des tannins condensés a été réalisé par l’utilisation de vanilline. La raison principale

pour le choix de ces composés réside dans le fait que la majorité des propriétés biologiques

des plantes leurs sont attribuées.

3.6.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-Ciocalteu

selon la méthode cité par Wong et al.,(2006).

3.6.1.1. Principe

La teneur phénolique totale (PPT) est habituellement déterminée colorimétriquement avec le

spectrophotomètre UV-Vis en utilisant l’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-

Ciocalteu.   Ces   essais   sont   basés   principalement   sur la   réduction   du   réactif   acide

phosphotungstiquephosphomolybdique   (réactif   de   Folin)   dans   une   solution   alcaline

(Vuorela, 2005). Brièvement, 200 μl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été

ajoutés à 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué).  Les solutions ont été mélangées et

incubées pendant 4 minutes. Après l’incubation, 800μl de la solution de carbonate de sodium

Na2CO3 (75g/l) a été ajoutée.  Le  mélange  final  a  été  secoué  et  puis  incubé  pendant  2

heures  dans  l'obscurité  à température    ambiante.    L'absorbance    de    tous    les    extraits

a    été    mesurée    par    un spectrophotomètre (SHIMADZU.UV1280) à 765 nm.

3.6.1.2. Expression des résultats

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

régression de la gamme d’étalonnage.Les résultats sont exprimés enmicrogrammes

d’équivalents d’acide galliquepar milligramme d’extrait (μg EAG/mg).
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3.6.2. Dosage des flavonoïdes totaux (FT)

Pour le dosage des flavonoïdes totaux, la méthode utilisée est celle développée par Zhishen et

al., (1999) puis par Chen et Chen, (2011) avec quelques modifications de (Ghnimi, 2015).

3.6.2.1. Principe

Le principe de la méthode est basé sur l’oxydation des flavonoïdes par le trichlorure

d’aluminium et de soude entrainant ainsi la formation d’un complexe détecté à 510 nm. La

méthode consiste à placer dans des tubes à essais et d’une manière successive, 250 µl de

l’extrait étudié et 1 ml d’eau distillée. Au n temps initial (0 minute) on ajoute 75 µl d’une

solution de NaNO2 (5%), après 5 minutes 75 µl de AlCl3 (10%) sont ajoutés. 6 minutes après

500 µl de NaOH (1N) sont ajoutés ainsi que 2, 5 ml d’eau distillée.L’absorbance de chaque

mélange obtenu est directement mesurée au spectrophotomètre UV-visible à 510 nm.

3.6.2.2. Expression des résultats

La concentration des flavonoïdestotaux est calculée à partir de l’équation de régression de la

gamme d’étalonnage.  Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (μg EQ/mg).

3.6.3. Dosage des tannins condensés (TC)

Pour doser les tannins condensés, la méthode de lavanilline a été utilisée (Sunetal., 1998 ;

Schofield et al., 2001).

3.6.3.1. Principe

Au cours de cette réaction, la vanilline va réagir avec les tannins condensés pour donner des

complexes colorés qui absorbent à 500 nm. Donc, 5 g de matière sèche de chaque échantillon

a été lixivié dans le n-hexane, le résidu obtenu est séché à température ambiante. Ensuite, un

mélange formé de 0,5 g de résidu avec 15 ml d’une solution de méthanol-HCl (1 %) est

préparé. Le mélange obtenu est placé dans un tube à essai, vortexé puis placé dans un bain

marie à 35°C pendant 20 minutes. Après incubation le tube est centrifugé à 1532 x g puis et le

surnageant est récupéré. 1 ml du surnageant est mélangé avec 3 ml d’une solution de la

vanilline. Cette dernière est formée de 4 g de vanilline et 100 ml de méthanol-HCl (8%).
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Toutes les solutions ainsi que les blancs sont préparés dans les mêmes conditions. Les tubes

obtenus sont de nouveau incubés à 35°C pendant 20 minutes. Après cette deuxième

incubation l’absorbance de chaque solution obtenue est directement mesurée au

spectrophotomètre UV-visible à 500 nm.

3.6.3.2. Expression des résultats

La courbe d’étalonnage établie à partir des solutions de différentes concentrations de

catéchine permet d’exprimer la concentration des tannins condensés en µg équivalent de

catéchine par milligramme de matière sèche (EC/g MS).

3.7. Identification des composés phénoliques par HPLC-PDA

Cette  analyse  a été  effectué  au  centre  d’ingénierie des protéines (CIP),  université  de

liège-Belgique.

HPLC demeure la technique la plus utilisée, car elle présente de nombreux avantages tels que

sa simplicité de mise en œuvre, sa reproductibilité, ses possibilités de coupler avec d’autres

techniques chromatographiques et système de détection et autres. Elle fait intervenir une

phase stationnaire solide et une phase mobile liquide. Notre choix s’est basé sur les fractions

ACT et BUTqui ont montré une bonne activité biologie.

3.7.1. Appareil HPLC-PDA

Le système de HPLC consistait Waters e2695 séparations Modules, équipé d'un détecteur à

réseau de photodiodes (PDA), une pompe à gradient (avec quatre pompes), injecteur

automatique, petit ordinateur avec logiciel Empower 3, de contrôle et d'un détecteur VIS-UV ,

avec une colonne C18 (Macherey Nagel 250 / 4,6 Nucleodur), température de la colonne est

comprise entre 5 à 40 ° C volume d'injection était de 20 µl  pour les extraits de l'échantillon.

3.7.2. Le collecteur (Fraction Collector III)

Contrôlé par ordinateur collecteur conçu pour une utilisation avec des applications HPLC et

MS. Compatible avec tous les débits élevés que 300 ml par minute, le collecteur de fractions

III gère un large éventail de supports de l'adaptateur et liées à des navires de collecte. Sa

conception flexible peut accueillir une variété de tailles de fractions si vous transférez ou la
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collecte des plaques de microtitrage (jusqu'à 384 fractions) ou plusieurs conteneurs.Le

Collecte de fractions automatisées grâce Waters Empower ™ 3 ou logiciels MassLynx ™.

Figure 16.Chromatographie liquide à haute performance(HPLC) équipé d'un détecteur photodiodes (PDA)

couplé à un collecteur (Fraction Collector III)

3.7.3. Conditions opératoires

Les composés phénoliques sont analysés selon la méthode de Jin et al , (2011). Un système

solvant à gradient a été réalisé dont le solvant A = 0.1% acide formique dans 10% acétonitrile

et le solvant B = 0.1% acide formique dans 90% acétonitrile. L’échantillon est dissout dans le

méthanol grade HPLC, puis filtré à travers un filtre millipore 0.22 µm. La séparation a été

réalisée à température ambiante sous un débit de 1ml/min, avec un gradient de solvant

programmé selon le tableau suivant :
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réalisée à température ambiante sous un débit de 1ml/min, avec un gradient de solvant

programmé selon le tableau suivant :
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Tableau 1. Programme utilisé en HPLC analytique (temps, le gradient de solvant, débit)

Temps (min) A% B% Débit

0-2 100 0 1ml/min

6 90 10 1ml/min

31 37 63 1ml/min

41 50 50 1ml/min

45 100 0 1ml/min

50 100 0 1ml/min

Le volume d’injection est de 20µl, une gamme de 11 standards a été utilisé composé des

acides phénoliques et flavonoïdes. Le détecteur a été programmé à un intervalle de longueur

d'onde entre 280-325 nm permet de déceler une longueur d’onde optimale pour les acides

phénoliques et les flavonoïdes.

3.7.4. Analyse qualitative et quantitative

L’analyse quantitative permet d’identifier les différents constituants d’un mélange. Elle est

réalisée par comparaison des temps de rétention (tR en mn) à ceux d’étalons élués dans les

mêmes conditions.

L’analyse quantitative est basée sur le calcul des aires des pics du chromatogramme. Ces aires

sont proportionnelles aux concentrations des composés analysés. Pour un composé déterminé,

la comparaison de l’aire à celle de l’étalon correspondant permet de le quantifier.  A cet effet,

une courbe d’étalonnage qui présente l’aire en fonction de la concentration est établie.

L'injection ultérieure du même volume (v) de l'échantillon à doser permet, à l'aide de la

mesure de l'aire du pic reportée sur la courbe d'étalonnage, de déterminer la masse ou la

concentration de l’échantillon.
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Dont :

A : l’aire des pics

e : l’échantillon

et : l’étalon

m : la masse du produit.

A
e

/ m
e

= A
et

/ m
et
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4.Résultats et Discussion

4.1. Enquête ethnobotanique

L’enquête ethnobotanique réalisée sur la zone de collecte « Djebel Chettaba » met en

évidence l’usage de Lycium halimifolium Mill par les tradipraticiens comme agents

antimicrobiens. Au cours de notre enquête, nous avons recensé plusieurs pathologies et

infections que les tradithérapeutes traitent avec ses différents organes (racines, feuilles,

écorces et fruits) à savoir : la conjonctivite, la cataracte, le cancer, maladies hépatiques, les

maux de ventre, les hémorroïdes,et l’inflammation. En outre, Nous avons observé que souvent

les tradipraticiens traitaient ces maladies soit par les feuilles seules, soit avec les racines ou

conjointement avec d’autres espèces de plantes médicinales et par différentes méthodes.

Pour la conjonctivite et la cataracte,et à titred’exemple, les majorités des tradithérapeutes

préparent un décoction de feuilles de Lycium (fraiche ou sec), après l’évaporation et la

concentration, l’infusée est administré par voie oculaire.

Pour les maux de ventre, une infusion de feuilles deLyciumavec une petite quantité dementhe

etprisdeux fois par jour. Par ailleurs, lorsque les feuilles et les fruits sont macérés pendant

deux mois dans l’eau, la solution ainsi préparée est préconisée pour le traitement du cancer.

En réalité, la majeure parties de ces observations sur terrain ont fait déjà un sujet de littérature

(Lu, 1991 ; Gan, 2001).L'utilisation des feuilles et les graines sont également mentionnées

dans quelques livres médicinaux (Stuart, 1911). Les préparations de cette plante sont, en

particulier, prescrites pour la transpiration nocturne, "vapeur d'os Sensation "et la fièvre

chronique de bas niveau, d’ailleurs une décoction de l'écorce de racine est efficace pour traiter

la toux et contre l'hémoptysie et l'hématurie (Chen, 2004). Enfin, il est également indiqué

pour le traitement du diabète et l'hypertension (Uang, 1999)

Ces activités pourront être liées à la présence des métabolites secondaires de la plantes tel que

les polyphénols, les coumarines, les tannins, les alcaloïdes qui possèdent des propriétés

antimicrobiennes, anticancéreuse, antioxydantes remarquables (Subramanianet al.,

2007 ;Sandharet al.,  2011 ; OMS, 2015).

Auterme de cette enquête et d’après la littérature, l’utilisation de cette plante se limitait

principalement à l’usage alimentaire et pour l’effet thérapeutique de ses fruits, alors que la

phytochimie et l’effet biologique desfeuilles demeurent peu étudiées, un point de motivation

de cette étude.
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4.2. Identification de la plante

L’identification de la plante comme étant le Lycium halimifolium Mill a été élaborée par Pr.

Khalfallah.N et son équipe de Laboratoire de Génétique, Biochimie et Biotechnologie

Végétal, de l’Université de Constantine.

Figure 17. Photos de Lycium  halimifoliumMill dans leur habitat naturel.
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4.3. Etude phytochimique

4.3.1. Le criblage phytochimique

Les résultats des tests de criblage chimique réalisés à partir de la poudre des feuilles sont

indiqués dans le Tableau2

Tableau2. Screening chimique des extraits de Lycium halimifolium Mill

Les métabolites primaires Feuilles

Les acides aminés
Protéines

-
+

Carbohydrates ++++

Métabolites

secondaires

La feuille Métabolite secondaire La feuille

Flavonoïdes ++++ Coumarines +
Alcaloïdes ++++ Résines +
Tannins
Galliques
Tannins
Catéchiques

++

+++

Les composés réducteurs
Les composés volatiles

+++

-
Saponines
(indice de mousse Im)

(++++)
100

Anthracéniques -

Tri terpène et Stérols ++++ Phlobatanins -

(++++) : Fortement présent ; (+++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif.

L’analyse phytochimique de cette espèce révèle une présence très remarquable des

métabolites primaires à savoir ; les carbohydrates, et une faible présence des protéines et

absence des acides aminés. Tandis que, les tests des métabolites secondaires ont révélé une

forte présence des flavonoïdes, des alcaloïdes, des tannins, des saponines,des composés

réducteurs, des triterpènes et stérols et une simple présence de résines ainsi que les

coumarines. En revanche, il a été constaté l’absence totale des anthracéniques, des huiles

volatiles et les phlobatanins. Ces résultats corroborent ceux développés par plusieurs auteurs

qui ont signalé que les feuilles de cette plante est richeen flavonoïdes, en tannins, et en

alcaloïdes, suggérant que cette partie de Lycium halimifolium Millest une source privilégiée
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de molécules biologiquement actives (Wang, 2010 ; Pungier, 2012 ; Mocanet al.,2014 ;

Boulilaet al., 2015).

4.3.2. Extraction des flavonoïdes et détermination du rendement de
l’extraction

L’extraction a permis d’obtenir quatre fractions différentes à partir de l’extrait brut

(hydrométhanolique) à savoir ;les fractions d’éther de pétrole, chloroformique, d’acétate

d’éthyle (ACT) et la fraction butanolique (BUT). La couleur, l’aspect ainsi que le rendement

de chaque fraction sont représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 :Aspects, couleurs et rendements des diverses fractions extraites à partir des feuilles de Lycium

halimifolium Mill en pourcentage par rapport au poids total.

Fractions

Aspect Couleur Rendement (%)

Ether de pétrole Poudreux Verte 0.679 ±0.037

Chloroformique Poudreux Vert noir 3.652 ±0.054

Acétate d’éthyle Cristaux Jaune dorés 10.08±0.132

n-butanol Pâteux Marron foncé 28.5 ±1.153

Figure 18. Rendements des extraits des feuilles de Lycium halimifolium Mill
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Les résultats obtenus montrent que parmi les différentes fractions de l’extrait brut, la fraction

BUT représente le rendement le plus élevé (28.5±1.153 %), suivi par la fraction ACT

(10.08±0.132 %) ensuite par la fraction chloroformique (3.652±0.054 %), et le rendement le

plus faible (0.679±0.037 %) est obtenu par la fraction d’éther de pétrole.

Dans la présente étude il a été révélé que la méthode de macération sous agitation permet

d’accélérer le processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec

l’extrait tout en préservant l’activité biologique de ses constituants. De même, le déroulement

de cette extraction à température ambiante ainsi que l’épuisement du solvant à pression

réduite permet d’obtenir le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou

modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes

d’extraction. Il est à signaler que, quel que soit la méthode d’extraction appliquée,il est

recommandé de tenir compte de la qualité d’extrait, autrement dit, préserver la structure

chimique initiale des substances.

En plus, la composition chimique d’un végétal varie selon les espèces et au sein de même

espèce, elle dépend des conditions de culture (qualité du sol, climat, irrigation, traitements

phytosanitaires), de la période de récolte (précoce ou tardive) et la méthode d’extraction

(solvants…) (Ozkan, 2002 ; Chynuet al., 2014).

4.3.3. Détermination de la teneur en composés phénoliques (PPT, FT, TC)

Afin de caractériser les fractions ACT et BUT préparées à partir des feuilles de Lycium

halimifolium Mill, un dosage des polyphénols totaux, des flavonoïdes, et les tannins a été

effectué quantitativement par spectrophotomètre UV-visible. La raison principale pour le

choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés biologiques des

plantes leur est attribuées. Le tableau 4 montre les valeurs de PPT, FT et TC de chaque

fraction.

Tableau 4Dosage des composés phénoliques des fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill

Fractions les polyphénols
(µg EAG/mg PS)

les flavonoïdes
(µg EQ/mg PS)

Tannins
(µg EC/mg PS)

ACT 61.66 ± 0.042 25.18± 0.014 5.872± 0.053

BUT 60.21± 0.102 17.79± 0.015 7.058± 0.013

Les valeurs représentent la moyenne de 3 à 4 mesures ± SD.
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La détermination quantitative des polyphénols totaux par le Folin-Ciocalteu montre que la

fraction ACT contient 61.66 ± 0.042µg EAG/mg, et est presque la même qui est contenue

dans la fraction BUT avec une quantité estiméede 60.21±0.102µg EAG/mg.

Les travaux de Mocan et al, (2014) portés sur la même partie de la même plante (L.

barbarum) ont montré que la teneur en polyphénols par les feuilles est de 61.59±1.68 µg

EAG/mg, alors que la teneur des polyphénols des feuilles de l’espèce Lycium chinenseétudiée

par le même auteur, est plus importante et estimée à 80 ± 2.02 µg ER/mg.

En revanche, la dernière étude de Mocan et al, (2017), de deux cultivars ; sauvage et cultivé

des feuilles de la même plante, a montré des valeurs similaires en termes de teneurs en

polyphénols totaux de 11,14 mg EAG / g et 11,98 mg EAG / g, respectivement.

En outre, une autre étude a montré des teneurs enpolyphénols totaux dans les feuilles de

Lycium Intricatum Boiss de l’ordre de 50.93 ± 3.36 mg EAG/g (Boulila et al., 2015).

La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénols, pour les raisons de la

disponibilité du réactif de Folin, la méthode est bien standardisée, en plus, c’est une méthode

qui satisfait aux critères de faisabilité et de reproductibilité et c’est un test largement pratiqué

dans les laboratoires de recherche d’antioxydants à travers le monde.En outre, la grande

longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences

avec la matrice d'échantillon qui est souvent colorée (Huang et al., 2005). Et si le dosage de

Folin-Ciocalteu est simple à mettre en œuvre et très sensible, il n’est pas cependant spécifique

des polyphénols, car il réagit avec l’acide aminé tyrosine et tryptophane des protéines. De

telles interférences peuvent être négligées, car ces acides aminés aromatiques sont en

proportions trop faibles par rapport aux composés phénoliques non protéiques dans les

extraits (Djeridane, 2006 ; Boizot et Charpentier, 2006)

Les résultats de la détermination quantitative des flavonoïdes totaux par la méthode du

trichlorure d’aluminium révèlent que la fraction ACTcontient plus de flavonoïdes avec un

taux de 25.18± 0.014µg EQ/mg de poids sec, en revanche la fractionBUTrenferme un taux

moins estimé à 17.79 ± 0.015 µg EQ/mg de poids sec. Des travaux précédents portés sur la

même partie de la même plante(L. barbarum) ont montré que la teneur en flavonoïdes par les

feuilles est plus importante (43.73±1.43 µg ER/mg) alors que les feuilles de Lycium chinense

contiennent une concentration en flavonoïdes encore plus importante estimée à 61.65±0.95 µg

ER/mg (Mocan,2014).
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Les résultats montrent également que les valeurs des polyphénols totaux des deux fractions

(ACT et BUT) des feuilles de Lycium halimifolium Millsont respectivement (61.66±0.95,

60.21±0.102 µg EAG/mg) sont supérieures à celles des flavonoïdes (25.18± 0.014, 17.79±

0.015 µg EQ/ mg).Ceux-ci sont cohérent avec ceux précédemment montrés par Boulila et al.,

(2015), dont l’extrait méthanolique des feuilles de Lycium intricatum.L contient une quantité

de polyphénols de l’ordre de 50.93 ± 3.36 µg EAG/mg, est supérieureà la quantité des

flavonoïdes estimée à 14.26 ± 0.94 µg EQ/mg.

Ainsi, Les tannins condensés ou prothoanthocianidines, ont été déterminées par la méthode de

vanilline en milieu acide. En effet,le tableau montre que la fraction BUT des feuilles de

Lycium halimifolium Mill possède une teneur en tannins égale à 7.058± 0.013µgEC/mg, cette

quantité est supérieureà la fraction ACT (5.872± 0.053µgEC/mg).

Les résultats obtenus dans la présente étude ont révélé que le niveau de ces composés

phénoliques dans les diverses fractions extraites étaient intéressantes. Toutefois, il est difficile

de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car plusieurs facteurs peuvent avoir

un impact sur la répartition qualitative et quantitative des composés phénoliques dans

lesfractions, etplus particulièrement les facteurs climatiques et environnementaux : la zone

géographique (sécheresse, sol),la période de récolte, le stade du développement, la partie de la

plante utilisée, l’espèce, ainsi que, la méthode d'extraction et de quantification (Miliauskas et

al.,2004, Ebrahimi et al., 2008).  La sélectivité du solvant utilisée peutinfluencer également

sur la teneur en polyphénols, en flavonoïdes totaux et en tannins (Lee et al., 2003).

4.3.4. Caractérisation phytochimique des composés de Lycium halimifolium

La caractérisationdes composés a été effectuée sur les fractions ACT, BUT en utilisantla

Chromatographie Liquide à Haute Performance équipé d'un détecteur à réseau de photodiodes

(HPLC-PDA). En effet, l’identification des composés bioactifs est basée sur la comparaison

de temps de rétention des différents composés étudiésà ceux de différents standards utilisés à

savoir : acide gallique, acide protocatechique, acide vanillique, acide caféique, acide

syringique, acide hydroxybenzoique, acide ρ coumarique, rutine, quercetine, kaempherol,

TBHQ (hydroquinone butylique tertiaire) dans les mêmes conditions.

En outre, la quantification des composés est obtenueen comparant leurs temps de rétention et

les surfaces des picsà ceux des standards (fig. 21)
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Figure19.Profil du chromatogramme du mélange des étalons entre 280-325 nm.1: acide gallique, 2: acide

protocatechique, 3: acide caféique, 4: acide syringique, 5: Rutine, 6: a.vanillique, 7 : acide p-coumarique,

8 : a.hydroxybenzoique , 9 : Quercetine 10: TBHQ: hydroquinone butylique tertiaire, 11: Kaempherol

Le système solvant utilisé dans l’HPLC-PDA est composé d’eau et d’un modificateur

organique en l’occurrence, l’acétonitrile (ACN), la phase mobile est souvent acidifiée à un pH

entre 2 et 4 afin d’éviter l’ionisation des nombreux groupes hydroxyles des composés

phénoliques pendant l’analyse, ce qui améliore en même temps la résolution et la

reproductibilité (Mišan, 2011). Dans ce mode de gradient acétonitrile induit une perte de

charge inferieure et une durée d’analyse plus courte par rapport au méthanol. Par conséquent,

l’acétonitrile a été sélectionné pour poursuivre ledéveloppement à cause de sa meilleure force

d’élution et de sa plus faible viscosité (Michel, 2011).

Les essais réalisés sur la fraction ACT ont conduit à l’obtention de chromatogramme de la

figure(20) :
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Figure 20.Chromatogramme obtenu entre 280-325nm de la fraction ACT des feuilles de Lycium halimifolium

Mill

Le chromatogramme obtenu (Figure 20) révèle la présence de plus de 20 pics, et la

comparaison des temps de rétention des composés extraits avec ceux des standards,a permis

de prétendrela présence de 5 composés, il s’agit de quatre acides phénoliques :

a.protocatechique à un taux estimé à 19.29%, suivi par a. gallique présent à 0.499%, ensuite,

a.ρ coumarique, a.syringiqueet un flavonoïde (la rutine)détectés à des pourcentages ; 0.386%,

0.142%, 12.58 %,  successivement .

Les résultats de l’analyse qualitative et quantitative des composés phénoliques identifiés dans

la fraction ACT des feuilles deLycium halimifolium Mill sont récapitulés dans le tableau 5
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Tableau 5. Analyse quantitative et qualitative de la fraction ACT des feuilles de Lycium halimifolium Mill.

Pic TR (min) ACT (%) Nom du composé Structure chimique

1 17.36 0.499 a. Gallique

2 21.08 19.29 a. Protocatechique

3 23.65 - a.Caféique

4 24.49 0.142 a.Syringique

5 26.30 12.58 Rutine

6 27.95 - a.Vanillique

7 28.46 0.386 a.ρCoumarique

8 33.21 - a.Hydroxybenzoique

9 38.31 - Quercetine

10 42.37 - TBHQ

11 43.87 - Kaempherol
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Tableau 5. Analyse quantitative et qualitative de la fraction ACT des feuilles de Lycium halimifolium Mill.

Pic TR (min) ACT (%) Nom du composé Structure chimique

1 17.36 0.499 a. Gallique

2 21.08 19.29 a. Protocatechique

3 23.65 - a.Caféique

4 24.49 0.142 a.Syringique

5 26.30 12.58 Rutine

6 27.95 - a.Vanillique

7 28.46 0.386 a.ρCoumarique

8 33.21 - a.Hydroxybenzoique

9 38.31 - Quercetine

10 42.37 - TBHQ

11 43.87 - Kaempherol
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Les essais réalisés sur la fraction BUT ont conduit à l’obtention de chromatogramme de la

figure (21) :

Figure21. chromatogramme obtenu  entre 280-325nm de la fraction BUT des feuilles de Lycium halimifolium

Mill.

Les essais réalisés sur la fraction BUT (Figure 21 ) ont conduit à l’obtention de plus de 7

pics, 4 composés sont ainsi identifiés , il s’agit de trois acides phénoliques : l’acide

protocatechique avec un taux de 20.32%, suivi par l’acide syringique présent à 0.236%, et

l’acide.ρ coumarique qui a été détecté à 0.124%, et un flavonoïde (la rutine)dont le taux est

éstimé à 2.098 %.Les résultats de l’analyse qualitative et quantitative des comsposés

phénoliques identifiés dans la fraction BUT des feuilles de Lycium halimifolium Mill sont

regroupés dans le tableau 6.
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Tableau6. Analyse quantitative et qualitative de la fraction BUT des feuilles de Lycium halimifolium Mill

Pic TR (min) BUT (%) Nom du composé Structure chimique

1 17.36 - a. Gallique

2 21.08 20.32 a. Protocatechique

3 23.65 - a. Caféique

4 24.49 0.236 a. Syringique

5 26.30 2.098 Rutine

6 27.95 - a.Vanillique

7 28.46 0.124 a.ρcoumarique

8 33.21 - a.Hydroxybenzoique

9 38.31 - Quercetine

10 42.37 - TBHQ

11 43.87 - Kaempherol
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4.3.5.Analyse des profils des chromatogrammes

L’analyse des fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill a montré que l’acide

protocatechique est le composé phénolique majoritaire avec des teneurs considérables estimés

à 19.29% pour la fraction ACT et à 20.32% pour la fraction BUT. En plus, les résultats

montrentque lafraction ACT est riche en rutine avec un taux de 12.58%, et que la fraction

BUT contient la même molécule à une concentration moindre estimée à 2.098%. Ces résultats

corroborent ceux développés par Donget al., (2009), qui ont montré que la rutine est la

principale flavonoïde trouvée dans les feuilles deLycium halimifolium Mill, et ceux révélés

récemment par Mocan et al, (2017), qui ont montré que la rutine étant parmi les composés

dominants dans les deux cultivars sélectionnés de cette espèce, où la contenance en rutine

dans les feuilles est estimée entre1430.60 ± 41 et 9339.17 ± 112 µg/g du poids sec.

En outre,les deux fractions ACT et BUT contiennent l’acide ρ coumarique, acide syringique

avec des teneurs variables. Inbaraj et al., (2010) et Wu, (2012) ontmontré également que

l'acide ρ-coumarique et les dérivés de l'acide ρ-coumarique étaient présents dans le genre

Lycium. Par conséquent, l’acide gallique a été identifié seulement dans la fraction ACT en

notant l’absence totale de l’acide vanillique, l’acide caféique, l’acide hydroxybenzoique,

quercetine et le kaempherol dans les feuilles. Par ailleurs, les travaux réalisés par Boulila et

al.,(2015) affirment que les feuilles du genre Lycium contiennent del’acide chlorogénique,

laquercetine, Kaempferol, et que  le kaempferol était le seul tétrahydroxyflavone détecté chez

le genre de Lycium, ce qui n’a pas été détecté dans cette étude.Par ailleurs, des études ont

identifié d’autres composés phénoliques mais qui n’ont pas été testées dans cette étude tels

que ; l'acidedicaféylquinique, acide chlorogénique, et l’acide ferulique (Inbarajet al., 2010 ;

Mocanet al., 2014 ; Bondia-Pons et al., 2014; Boulila et al.,  2015). En comparaison avec la

littérature, les résultats sont en bon accord avec les recherches qui ont montré que les extraits

de genre Lycium sont riches en composés phénoliques (Mocan, 2014 ; Cyboranet al., 2014 ;

Boulila et al, 2015),

En conclusion il est à signaler que  ce travail a permis pour la première fois d’identifier

l’acide protocatechique, acide syringique et l’acide gallique dans les fractions des feuilles de

Lycium halimifolium Mill. En outre, cette plante est considérée comme étant riche en

composés bioactifs, orientées vers l'obtention de phytomédicaments, et peuvent être une

matière première prometteuse pour être utilisée dans des aliments fonctionnels.



Chapitre III

Caractérisation de l’aflatoxine
B1 et étude de Activité

biologique in vitro
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1. Introduction

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

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

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

Une grande diversité de denrées agricoles peut être contaminée par les mycotoxines, mais

ce sont, surtout, les productions céréalières, maïs et les arachides qui constituent les

principaux vecteurs de la contamination par l’aflatoxines chez l’animal.

En raison de son efficacité et de son application facile et pratique, l’utilisation des

fongicides chimiques constitue à l’heure actuelle la technique la plus utilisée pour lutter

contre les moisissures nuisibles (Magan et Olsen, 2004). Cependant, l’emploi intensif et

inconsidéré de ces produits a provoqué une contamination de la biosphère, de la chaine

alimentaire, et l’apparition des microorganismes résistants. Il est devenu très indispensable de

rechercher des molécules naturelles, en prenant en compte d’autres critères que l’efficacité ;

pouvant actionner un effet inhibiteur ou de prévention sur ces champions ou leurs métabolites.

L’utilisation des composés naturels dans la lutte contre les moisissures des arachides, en

particulier, la sécrétion de ses métabolites hautement toxiques pour le consommateur. En

effet, l’objectif de ce chapitre consiste à rechercher l’effet desfractions des feuilles de Lycium

halimifolium Millobtenues précédemment sur le développement de l’Aspergillus flavus et la

sécrétion de l’aflatoxine B1. Pour ce faire, une souche aflatoxinogène de cette moisissure est

sélectionnée à partir des arachides collectées de la région d’El taref, étudiée

morphologiquement et identifiée par voie moléculaire.
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2. Synthèse bibliographique

2.1-Contamination des arachides

La contamination des graines d'arachide par un champignon aflatoxinogène est une condition

indispensable mais insuffisante à la production d'aflatoxine. L’aflatoxinogènèse peut

intervenir avant la récolte, dans le sol, après la récolte, pendant le séchage et durant le

stockage (Martin et al, 1999 ; Wiu, 2014).

L'arachide est un produit relativement hygroscopique pouvant se réhydrater pendant le

stockage. Une reprise d'humidité suffisante conduit généralement au développement de

moisissures du genre Aspergillus, largement présentes dans l'inoculum du stock d'arachide

(Martin et al, 1999). La réhydratation des arachides peut intervenir à partir de l'eau

atmosphérique ou par transfert de vapeur d'eau au sein du stock entre les points chauds et les

points froids (Rouziere, 1996 ; Coker, 1996).

Figure 22. La contamination des arachides par l’Aspergillus flavus(1)

2.2.Conditions de production des aflatoxines par les Aspergillus

Le développement des moisissures du genre Aspergillus (A. flavus, A. parasiticus, A.

bombycis, A. ochraceoroseuset A. pseudotamari) et la production des aflatoxines dans les

arachides, sont dû aux mauvaises conditions de productions et de conservations de cet

aliment. L’inadéquation des facteurs d’humidité, de température, et la durée de stockage

peuvent faire ressortir le potentiel toxinogène de ces moisissures (Dilkin, 2002).
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Pour l’Aspergillus flavus, la température optimale de croissance est comprise entre 25 et 35°C

(l’optimum est 33°C), mais cette moisissure peut se développer bien dans un intervalle plus

large (15-45°C) et parfois jusqu'à 50°C (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). En outre,elle

se développe à 0.97 aw, avec un pH entre 2.1-11.2, et dans une atmosphère qui contient 61,7%

de CO2, 8,7% de O2 et 29,7% de N2 (Tabuc, 2007).

Tandis que les conditions les plus favorables à la production d’aflatoxines sont ; une activité

en eau relativement faible (0,84 - 0,86) et une température élevée, comprise entre 25 et 40 C°

(Pfohl-Leszkowicz, 2001; Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). Ces conditions sont

réunies dans la région prospectée pour l’échantillonnage de ce travail.

2.3. Impact des aflatoxines

2.3.1. Impact sur la santé

L’AFB1 est classée par l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer dans le groupe 1,

comme un cancérogène potentiel chez l’homme et les animaux surtout comme le carcinome

hépatocellulaire. En effet, cette substance est considérée comme un puissant mutagène qui

endommage des cellules hépatiques (IARC, 2002). Plusieurs études sur l’être humain ont

rapporté que l'AFB1-8,9-époxyde provoque une augmentation le facteur de nécrose tumorale

alpha circulant, suggérant que ces mycotoxines sont immunotoxiques. Du fait, l’AFB1 est un

mycotoxine reconnue comme étant cancérogène, immunosuppresseur, oestrogène, et

tératogène.

2.3.2. Impact sur l’économie

L’aflatoxine B1 peut être à la base d’énormes pertes économiques à l’agriculture et aux

industries agroalimentaires (Thrasheret al., 2012 ; Toffa, 2015).

L’impact financier deces dernières concernent non seulement les risques pour la santé de

l’homme et les animaux domestiques, mais aussi ladégradation de la qualité des produits

agricoles commercialisés tant pour le marché intérieur que pour l’exportation, cependant, peu

de travaux ont étudiés l'impact financier et économique des aflatoxines sur des populations

spécifiques aussi bien dans les pays industrialisés que les pays développés (Zinedine, 2004).

L'importance de la contamination des produits par les aflatoxines est fonction de la nature du

produit, de l'année et de la région. En général, les produits de la récolte les plus affectés
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économiquement par les aflatoxines sont : le maïs, l'arachide et le coton (Chandrashekhar,

1989).

En Afrique, les pertes économiques des céréales et arachides, ont été récemment estimées à

16 millions de dollars US par an etla majorité de ces pertes peut être attribuée à la croissance

fongique et la contamination par les mycotoxines (Toffa, 2015).

2.4. Lutte contre l’aflatoxine et la décontamination

Les procédésphysiques, chimiques et biologiques, constituent les trois stratégies de lutte

contre les aflatoxines les plus courantes. Ces procédés de décontamination sont efficaces,

simples à mettre en œuvre et peu coûteux (Park, 1993).

2.4.1. Procédés physiques

Les méthodes physiques sont nombreuses, elles sont basées en général sur le lavage, le

séchage, le broyage, la séparation mécanique, le traitement par un choc thermique et la

torréfaction.

2.4.1.1. Traitement thermique

Les mycotoxines sont en général thermostables et elles résistent à tous les procédésutilisés

pour l'élimination des micro-organismes (chauffage et stérilisation). Peers etLinsell, (1975)

observaient que les aflatoxines restent stables dans les arachides après un chauffage à 200°C

pendant 30 minutes. Il est à noter que les traitements thermiques dépendent en grande partie

d'autres facteurs telle la teneur del'aliment contaminé en eau et de son pH (Rustom, 1997 ;

Abdellah, 2004 ; Toffa, 2015).

2.4.1.2.Irradiation

L’irradiation a été considérée pour longtemps comme une solution possible de luttercontre les

microorganismes. Cette méthode peut êtreenvisagée pour lutter contre les moisissures

toxinogènes (Zinedine, 2004).

2.4.1.3.Extraction

L'extraction des aflatoxines avec des solvants est un procédé qui a été étudié pourleurs

éliminations des arachides contaminées. Cependant le matériel traité par cetteméthode ne peut
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être destiné qu'aux animaux. Quoique toutes les traces d'aflatoxines puissent êtreéliminées

sans aucun risque de formation de produits toxiques, ce procédé reste limitédû à son coût très

élevé (Rustom, 1997).

2.4.1.4.Adsorption

L’utilisation des produits possédant des propriétés d'adsorption ont fait l'objet d'étudespour

éliminer les mycotoxines des aliments contaminés (Firmin, 2011). Selon Huwig et al., (2001),

différents adsorbants ont été utilisés avec succès dans desprocédés de détoxification des

aliments de bétail contaminés par les mycotoxines, tel que l’argile adsorbant les aflatoxines en

particulier l'AFB1, le charbon actifadsorbant la plupart des mycotoxines et d’autres

polymères.

2.4.2. Procédés biologiques

Karlovsky,(1999) a rapporté la possibilité de dégradation des mycotoxines en particulier

l'OTA, l'AFB1, la DON et la ZEN par la flore du tractus digestif des ruminants (porc, bovins).

Selon Bhatnagar, (1991), la détoxification biologique des mycotoxines consiste en une

transformation ou une dégradation enzymatique des toxines en produits moins toxiques.

2.4.3. Procédés chimiques

De nombreuses études ont évalué la capacité des substances chimiques àinactiver ou réduire

certaines mycotoxines, cependant la plupart des études ont étéaxées sur les aflatoxines dans

l’alimentation animale.

2.4.3.1.Traitement à l'ammoniaque

Le traitement à l'ammoniaque est une solution pratique et efficace pour ladétoxication des

aflatoxines dans les denrées alimentaires et l’alimentation du bétail(Park, 1993).Cependant la

FDA "Food andDrug Administration" n’autorise pas ce type de traitement comme solution

deréduction des taux d’aflatoxines dans les aliments. L'inconvénient majeur de cettetechnique

est le refus des aliments traités par le bétail.

2.4.3.2.Bisulfites

Les bisulfites ont été ajoutés aux aliments pour inhiber les activités de certainesenzymes mais

pour retarder également la croissance des micro-organismes. Doyle et Marth,(1978) ont
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constaté que les bisulfites réduisent les taux des aflatoxines B1 et G1d'environ 50 % après

environ 5 jours de traitement et que cette durée peut être réduiteen une journée si la

température atteint 55° C au cours du procédé de traitement.

2.4.3.3.Les antioxydants

Grâce aux connaissances acquises sur les voies de biosynthèse des toxines, certaines

molécules présentes dans les végétaux (les polyphénols) s’avèrent, de par leur structure et

propriétés antioxydante, être de bon candidats susceptibles d’interférer avec la production de

toxines (Reddy, 2009). Plusieurs études ont montré l’effet remarquable antifongique et

aflatoxinogène lié à leur richesse en composés bioactifs largement répandus dans les plantes

médicinales (Banso et Adeyemo, 2007 ;Gacem, 2011 ;  Maristela et al, 2014 ; Neveen et al,

2015).

Les vitamines (A, D et E) et lesélénium ont donné également des résultats positifs en inhibant

la complexation des mycotoxinesà l'ADN. Des résultats similaires ont été obtenus avec les

riboflavines et des caroténoïdes (Galvano et al.,2001).
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3. Matériel et méthodes

Cette partie a été réalisée au sein du Laboratoire de Mycologie, Biotechnologies et de

l’Activité Microbienne (LaMyBAM), et le Centre d’Ingénierie des Protéines (CIP) à

l’université de liège en Belgique.

3.1. Test de l’activité antifongique

3.1.1. Technique de dilution en milieu solide

La méthode de dilution en milieu solide a été utilisée pour effectuer un premier screening sur

les fractions à une concentration unique de 2.5 mg/ml. Ce test préliminaire (test présomptif) a

pour objectif d’identifier les fractions actives (Batawilaet al., 2002 ; Agban, 2013).

La méthode consiste à prélever 600 µl de chacune des fractions ; acétate d’éthyle, n-butanol à

différentes concentrations (2500, 1250, 625, 312,156 et 78 µg/ml), est ajouté à 20 ml d’un

milieu PDA tiède. Après homogénéisation, le mélange est versé dans des boites de Pétri.

L’ensemencement de l’Aspergilus flavus sur gélose est réalisé par piqûre centrale. Les boîtes

de Pétri (témoins et essais) sontincubées pendant 7 jours à 27° C. La croissance de la

moisissure est relevée quotidiennement. Si les colonies se développent normalement, le

produit n’a pas d’activité antifongique. Inversement, si la croissance fongique est inhibée,

nous en déduisons que le produit a une activité antifongique.

Une mesure des diamètres de différentes colonies est réalisée à la fin pour calculer le taux

d’inhibition I% (Kordali, 2003).

I (%) = (dC-dE)/ dC x 100.

I (%) = Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
dC = Diamètre de colonies dans les boîtes témoins positifs
dE = Diamètre de colonies dans les boîtes contenant l’extrait.

L’évaluation de l’efficacité des fractions sur une ou plusieurs souche(s) donnée(s) est

exprimée par la proportion de celles ayant présentées un taux d’inhibition supérieur ou égal à

50%.

Tous les essais ont été effectués en trois répétitions.
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3.1.2. Technique de dilution en milieu liquide

Cette technique comporte deux étapes : la première permet de déterminer les concentrations

minimales inhibitrices (CMI) et la seconde détermine les concentrations minimales fongicides

(CMF) et les concentrations fongistatiques (CFS). La technique suivie se base sur celles des

travaux d’Alcamo, (1984) et de Rotimi et al., (1988).

3.1.2.1.Détermination des CMI

Les différentes concentrations (2500, 1250, 625, 312,156 et 78 µg/ml) ayant eu des

pourcentages d’inhibition supérieurs à 50% sont effectués. En effet, 100 µl de chaque fraction

avec différentes concentrations sont ajoutés à 900 µl du milieu PDB (potato dextrose broth)

stérile contenant l’Aspergillus flavus (105 spores/ml). Les tubes ainsi préparés sont incubés à

27° C pendant 7 jours. Après l’incubation, les tubes repérés ne présente aucune croissance de

moisissures (la CMI : c’est la concentration minimale qui ne présente aucune croissance des

moisissures).

3.1.2.2.Détermination des CMF et CFS

Après avoir repéré les tubes dans lesquels aucune croissance de moisissures n’est

constatée,l’expérimentation est poursuit dans de nouveaux tubes identifiés. Dans chaque tube,

est introduit 950µl de milieu PDB, puis 50µl d’un essai déterminé ayant présenté une

inhibition totale.La même chose se réalise dans les tubes témoins. Après 7 jours d’incubation,

les subcultures dans lesquelles il n’y a aucune reprise de croissance sont remarqués : une

détermination des concentrations minimales fongicides (CMF) est ainsi faite. Les

concentrations des extraits des subcultures pour lesquelles il y a une croissance comme étant

les concentrations fongistatiques sont notées (CFS)(Alcamo, 1984).
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3.2. Evaluation de l’activité antimycotoxinogène

3.2.1. Activité mycotoxinogénèse

Afin de confirmer la production des mycotoxines par la souche cible Aspergillusflavus, des

disques coupés à l’aide d’un perforateur, contenant des colonies de sept jours de ce dernier,

ont été déposés sur une gélose Mueller-Hinton (MH) (Annexe3) préalablement ensemencée

par des bactéries test en l’occurrence ;E. coli et Staphylococcus aureus. L’incubation est

effectuée à 37°C pendant 48 heures. L’activité est détectée par la présence d’une zone claire

autour des disques.

3.2.1.1.Préparation de la suspension sporale

Les spores d’Aspergillus flavus (ensemencée sur milieu PDA coulé dans des boites de pétri

pendant 7 jours), sont récupérées par addition d’une quantité d’eau physiologique stérile, la

solution obtenue est récupéré à l’aide d’une pipette stérile.

3.2.1.2.Fermentation liquide

Afin de mettre en évidence l’activité mycotoxinogène, 50 ml de milieu YES (Annexe 3)

(Frisvad et Filtenborg, 1983),ont été mis dans des flacons de 250 ml, ensuite, les flacons sont

stérilisés dans l’autoclave à 120°C pendant 15 min. L'inoculation a été effectuée en ajoutant 1

ml d'une suspension sporale (105 spores/ml) de la souche ciblée d’Aspergillus flavus. Les

flacons ont été incubés à l'obscurité pendant 14 jours à 25 ° C avec agitation manuelle

journalière. Après la période d'incubation, la croissance de la moisissurea été visuellement

examinée.

3.2.1.3.Détermination du poids de mycélium

Après la période d'incubation, les mycéliums contenant dans les flacons sont filtrées par un

papier Whatman N ° 1, et lavés avec de l'eau distillée. Ensuite, ils ont été placées sur des

boîtes de Pétri préalablement pesées et laissées se sécher à 50 ° C pendant 6 h, puis à 40 ° C

pendant une nuit. Le poids sec du mycélium a été déterminé par la suite (Deabes, 2011).
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3.2.1.4.Extraction d’Aflatoxine B1

Afin de pouvoir extraire les mycotoxines produites, le filtrat obtenu est additionné à des

différents volumes de chloroforme en trois phases : la 1ere phase (100ml), la 2eme phase (50ml)

et la 3eme phase (30ml) et ce, pour un volume de 50 ml du filtrat. Dans la première phase le

mélange a été mis dans des ampoules à décanter et agité pendant 10 min. après séparation de

phases, la phase aqueuse a été reprise de nouveau dans 50ml de chloroforme et l’opération de

mélange et de décantation a été répétée, la phase aqueuse a été reprise dans 30 ml d

chloroforme pour extraire la totalité de la mycotoxine (figure  ). La phase chloroformique

ainsi obtenue appelé Aliquote de mycotoxine brute (AMB) est filtrée sur du papier Wattman

N° 01 puis concentrée par évaporation sous vide à l’aide d’un rotavapor (50°C) jusqu’à

l’obtention d’un volume de 2 à 3 ml (indice d’une évaporation achevée) (Gacem, 2011).
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Figure 23. Méthode d’extraction des aflatoxines.
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3.2.1.5.Séparation chromatographique

La séparation a été faite sur une plaque de gel de silice (gel de silice 60 F254). Pour ce faire,

des spots de 20 µl d’aliquote de mycotoxine brute et 5µl de solution standard d’aflatoxine B1

ont été déposés sur la même ligne de la même plaque (ligne de dépôt) (figure 24). La plaque a

été, ensuite, placée verticalement dans une cuve chromatographique contenant le solvant

d’élution constitué de toluène, d’acétate d’éthyle et d’acide formique de volume (20 /16 /4)

respectivement. La plaque est déposée de telle façon que la ligne de dépôt soit en parallèle

avec le front de migration du solvant. Après migration et évaporation du produit d’élution à

sec, la plaque est examinée sous une lampe à UV à une longueur d’onde de 365 nm. La

présence d’aflatoxine se traduit par des fluorescences caractéristiques aux spots standards et

d’un même Rf (Rapport frontal) que l’étalon (Multon, 1982).

Figure 24.Chromatographie sur couche mince
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3.2.1.6.Analyse qualitative et quantitatives de l’aflatoxine B1 par HPLC-PDA

Cette technique a été réalisée au centre d’ingénierie des protéines (CIP), Université de liège-

Belgique. Les mycotoxines ont été analysées par la méthode de Frisvad et Thrane, (1987),

avec quelques modifications.

3.2.1.6.1. Appareil HPLC-PDA

Le système de HPLC consistait Waters e2695 séparations Modules, équipé d'un détecteur à

réseau de photodiodes (PDA), une pompe à gradient (avec quatre pompes), injecteur

automatique, petit ordinateur avec logiciel Empower 3, de contrôle et d'un détecteur VIS-UV ,

avec une colonne C18 (Macherey Nagel 250 / 4,6 Nucleodur), température de la colonne est

comprise entre 5 à 40 ° C volume d'injection était de 20 µl  pour les extraits de l'échantillon.

3.2.1.6.2. Le collecteur (Fraction Collector III)

Contrôlé par ordinateur collecteur conçu pour une utilisation avec des applications HPLC et

MS. Compatible avec tous les débits élevés que 300 ml par minute, le collecteur de fractions

III gère un large éventail de supports de l'adaptateur et liées à des navires de collecte. Sa

conception flexible peut accueillir une variété de tailles de fractions si vous transférez ou la

collecte des plaques de microtitrage (jusqu'à 384 fractions) ou plusieurs conteneurs. Le

Collecte de fractions automatisé grâce Waters Empower ™ 3 ou logiciels MassLynx ™

3.2.1.6.3. Le standard d’aflatoxine B1

L’aflatoxine est un standard fournis par NOVAKITS (Tests et Standards contaminants), sa

pureté est de 99,7%, de formule : C17H12O6, avec une couleur blanche, code de produit est :

STD-AFB1-P1

3.2.1.6.4. Condition opératoire

Les mycotoxines sont analysés selon la méthode de Frisvad et Thrane, (1987). La séparation

des mycotoxines a été réalisé avec un système solvant à gradient, où le solvant A = 10 ml / l

de TFA et le solvant B = acétonitrile. L’échantillon est dissout dans le méthanol grade HPLC,

puis filtré à travers un filtre millipore stérile 0.22µm.La séparation a été réalisée à température
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ambiante sous un débit de 2 ml/min, avec un gradient de solvant programmé selon le tableau

suivant :

Tableau 7. Programme utilisé en HPLC analytique (temps, gradient de solvant, débit)

Temps (min) A% B% Débit

0 90 10 2mL/min

30 50 50 2mL/min

34 10 90 2mL/min

36 90 10 2mL/min

Le volume d’injection est de 20 µL. Le détecteur a été utilisé à une longueur d'onde de

254nm.

3.2.2. Activité antimycotoxinogénèse

Afin d’étudier l'effet des deux fractions (ACT et BUT) des feuilles de Lycium halimifolium

Mill comme inhibiteurs de la synthèse de l'aflatoxine B1 produite par l’isolat ciblé, trois

flacons de 250 ml contenant 50 ml de milieu liquide YES ont été additionnés de 1 mg de la

fraction ACT, trois autres flacons ont été ajoutés de 1 mg de la fraction BUT et les trois

derniers flacons ont été gardés sans traitement et ont servi de groupe témoin. Tous les flacons

ont été inoculés avec 1 ml d'une suspension de spores (105 spores / ml) d'une culture jeune de

la souche, les flacons ont été incubés pendant 14 jours à 25 ° C avec agitation manuelle par

intermittence.

3.2.3. Détermination du poids de mycélium et la détection l’aflatoxine B1 par CCM et

HPLC-PDA

Les mêmes étapes citées précédemment ont été réalisés.  Le poids de mycélium a été

déterminé après un séchage sur boites de Pétri de 50 °C pendant 6 h, puis à 40 °C pendant une

nuit. En outre l’extraction par chloroforme a donné trois extraits chloroformiques : Aliquote

de mycotoxine brute (AMB), l’extrait chloroformique de la fraction d’acétate d’éthyle (ACT),

et l’extrait chloroformique de la fraction de butanol (BUT), ensuite 20µl de chaque extrait

chloroformique et 5 µl de la solution standard de l’aflatoxine B1 ont été soumis à un système
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de chromatographie sur couche mince(CCM).Tous les essais ont été effectués en trois

répétitions.

La confirmation de l’inhibition de l’aflatoxine B1 a été effectuée par la technique de

Chromatographie en phase liquide à haute performance équipé d'un détecteur de matrice

photodiode (HPLC-PDA).

3.3. Autres activités

3.3.1. Test de l’activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de la fraction l'acétate d'éthyle (ACT), le n-butanol (BUT) et les

autres sous fractions ont été déterminées par la méthode de diffusion sur gélose cité par

Trekiet al., 2009.

3.3.1.1.Les micro-organismes étudiés

Trois souches fournis par le laboratoire de Mycologie Biotechnologie et Activité Microbienne

(LaMyBAM), Constantine ont été testés : Gram négative ;Escherichia coli (CIFA-25922),

Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), et à Gram positif ;Staphylococcus aureus (ATCC-

25923), et d'autres bactéries cliniques tels que Bacillus sp, Seratiasp, Acetobactersp, fourni

par laboratoire de bactériologie de Constantine CHU.

3.3.1.2.Le principe

Les différentes souches bactériennes ont été sous-cultivées par la méthode des stries, puis

incubées à 37°C pendant 18 à 24 heures pour obtenir une culture jeune et les colonies isolées

ont été utilisés par la suite pour préparer l'inoculum par trempage dans des tubes de solution

d'eau distillée stérile pour avoir un densité cellulaire initiale de la turbidité ou de la région de

la 0,5 McFarland. Après ajustement de la turbidité de la suspension de l'inoculum, un

écouvillon stérile est trempé dans la suspension et l’étalement de la surface entière de la

gélose Mueller Hinton (GMH) (Annexe 3) a été effectué à trois reprises. Après chaque

application, la boîte est tournée 60° environ en vue d’assurer une distribution homogène de

l’inoculum.Enfin, à l'aide d'une pince, des disques de papier Wattman stérile (diamètre 6 mm)

ont été imprégnés avec les 1mg des deuxfractions(ACT, BUT) sur la surface du support
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GMH. Les boîtes de Pétri ont été incubées pendant 24 heures à 37°C. L'activité

antibactérienne a été déterminée en mesurant le diamètre de la zone d'inhibition.

Tous les tests ont été effectués sur trois répétitions.

3.3.2. Test de l’activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour l’évaluation de l’activité antioxydante des

composés phénoliques purs ou des extrais. Dans notre étude nous avons utilisé l’effet

scavanger sur le radical 2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl (DPPH).

3.3.2.1.Effet capteur du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH)

Pour dépister l'activité antioxydante des feuilles de Lycium halimifolium Mill, le test au DPPH

a été utilisé selon le protocole décrit par YuCaoet al., (2009), Nazninet al., (2009). Le DPPH,

est un radical libre de couleur violette, est réduit en un composé de couleur jaune en présence

de composés anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

Figure25. Mécanisme d’action de DPPH.

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényle picryl hydrazyl ayant une couleur

violette en un composé jaune, le diphényle picryl hydrazyl, dont l’intensité de la couleur est

inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner

des protons. Dans des tubes à essais, 0.1 ml de chaque fraction (ACT, BUT) est introduite

avec 3 ml de la solution méthanolique de DPPH (0.04%). Un tube standard est préparé avec la

quercitine, après agitation, les tubes sont placés à l’obscurité à température ambiante pendant

30 minutes. La lecture a été effectuée par la mesure de l’absorbance à 517 nm.
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Les résultats sont exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou l’inhibition des radicaux

libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

% = [(Abs contrôle – Abs échantillon) / Abs contrôle] x 100

Dont:

I%: Pourcentage de l’activité anti-radicalaire (AAR%)
Abs Échantillon : Absorbance de l'échantillon
Abs controle : Absorbance du Contrôle négatif

En modifiant les concentrations des fractions et en calculant les pourcentages d’inhibition, il

est nécessaire d’établir une courbe de régression linéaire qui relie les différentes

concentrations et les pourcentages d’inhibition.

A partir de cet abaque, on détermine l’IC50 qui correspond à la concentration de l’échantillon

qui entraine 50% d’inhibition. Notons que l’activité anti-oxydante est inversement

proportionnelle à la valeur de l’IC50. Ainsi, l’échantillon qui présente l’IC50 la plus faible est

celui qui présente l’activité anti-radicalaire la plus importante.

Tous les tests ont été effectués sur trois répétitions.

3.4. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne ± SD. Les valeurs d’IC50et

EC50sont calculées par la méthode de régression linéaire à partir de la courbe d’étalonnage. La

différence entre le contrôle et les différents tests, est déterminée par le test de Student pour les

comparaisons simples ou ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les

comparaisons multiples et la détermination des taux designification. Le logiciel utilisé dans ce

travail est Graph Pad. Prism. V 5.00.
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4. Résultats et discussions

Dans cette partie, nous recherchons à tester l’effet antifongique et antimycotoxinogènedes

fractions des feuilles deLycium halimifolium Mill.

4.1.Taux d’inhibition et détermination du CMI, CMF, CFS

Afin d’évaluer l’activité antifongique des deux fractions (ACT, BUT) des feuilles de Lycium

halimifolium Mill et mieux connaître la qualité et l’implication de ces fractions dans la

réduction de la flore fongique productrice de l’AFB1.

Les résultats du screening obtenus avec les deuxfractions ACT et BUT, dévoilent une

inhibition importante de la croissance mycélienne de l’Aspergillus flavus à la concentration

2500 µg/ml.

Les taux d’inhibitions de l’Aspergillus flavus sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Taux d’inhibition de l’Aspergillus flavus

Concentrations des fractions (µg/ml)

78 156 312 625 1250 2500

% d’inhibition ACT 14 ±1.41 55±0.49 70.1±0.42 100 100 100

BUT 16 ±0.01 72.1±0.14 100 100 100 100

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD

Il serait donc intéressant de déterminer les CMI, CMF, CFS car le taux d’inhibition

desfractions testées sont très élevés.

Tableau 9.Concentration minimal inhibitrice (CMI), activités fongistatique (CFS) et fongicide (CMF) en μg/ml

CMI (μg/ml) CFS (μg/ml) CMF (μg/ml)

ACT 625 625 -

BUT 312 312 -
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D’après le tableau (8), les fractions perdent progressivement l’effet inhibiteur de la croissance

contre l’Aspergillus flavus avec la diminution de sa concentration dans le milieu, autrement

dit, pour la fraction ACT, au-dessous de la concentration 625 µg/ml, l’effet antifongique est

réduit, et pour la fraction BUT au-dessous de la concentration 312 µg/ml, une croissance de la

souche fongique a été remarquée.

Par ailleurs, les CMI obtenues varient en fonction des fractions, ils sont de l’ordre de 312

µg/ml pour la fraction BUT et 625 µg/ml pour l’ACT (tableau 9).

En effet, La fraction ACT a présenté, à la fois, une concentration minimale inhibitrice et une

activité fongistatique sur Aspergillus flavus égale à 625 µg/ml. De même, la fraction BUT

avait une CMI et CFSde l’ordre de 312 µg/ml

Toutefois, les subcultures réalisées suite à l’obtention des CMI ont permis d’observer

uniquement une activité fongistatique (CFS) sur Aspergillus flavus et aucune activité

fongicide n’a été remarquée avec toutes les fractions.

A notre connaissance, les informations relatives aux propriétés antifongiques des

feuillesdeLycium halimifolium Mill ne sont pas disponibles, par conséquent, il est difficile de

comparer les résultats avec des travaux antérieurs. Et c’est récemment, Mocan et al, (2017),

étaient les premiers qui ont tenté de réaliser cette activité, par conséquent, la souche fongique

testée (Aspergillus flavus)était résistantes vis-à-vis de l’extrait de Lycium avec des CMI de

0,12 mg / ml.

Bien qu'il existe des rapports antérieurs sur la variation de l'activité antifongique des produits

végétaux contre différentes espèces de champignon. Des études récentes ont démontré que les

composés naturels extraits de différentes plantes médicinales traditionnelles (les espèces

d'agrumes, huile essentielle de C. axillarisRoxb, l'huile essentielle de C. virosa) possèdent une

activité antifongique remarquable (Prakash et al., 2010 ; Duraipandiyan et Ignacimuthu,

2011 ; Mishra et al., 2012 ; Tian et al., 2012). En outre, plusieurs études ont été menées pour

comprendre le mécanisme d'action des extraits de plantes et plusieurs chercheurs attribuent

cette fonction aux composés phénoliques (Ultee et al., 2002, Mishra, 2012). Ces composés

peuvent interférer avec les biomembranes en causant des dommages cellulaires et provoquant

la fuite de matériaux cellulaires et finalement la mort des microorganismes (Mshvildadzeet

al., 2000; Abdel ghaniet  al., 2008). C’est un mécanisme possible par lequel la croissance

mycélienne peut être réduite ou totalement inhibée par l’effet des extraits en agissant sur la
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fonctionnalité et la structure de la membrane cellulaire (Sikkema et al., 1995).L'avantage des

extraits de plantes est donc leur bioactivité, une caractéristique qui les rend attrayants pour la

protection des produits stockés tels que les grains d’arachide contre l’attaque des

champignons et même le blocage de leur écotoxigénèse (Tripathi et Dubey, 2004). De plus les

extraits polyphénoliques sont dotés d’un pouvoir antifongique plus que les huiles, cette forte

activité des dérivés phénoliques serait liée à une bonne solubilisation de ceux-ci dans le

milieu polaire du fait du groupement hydroxyle libre (Ben arafa et al., 2006).

La souche fongique testée a réagi selon la nature et la concentration des fractions, autrement

dit, l’activité biologique des fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill est

probablementmet en relation avec sa composition chimique (composés phénoliques,

saponines, terpènes, alcaloïdes …), et les groupes fonctionnels tels que les groupements OH.

Il est cependant probable que les composés minoritaires agissent également de manière

synergique.

En combinant les résultats de cette étude avec la recherche bibliographique, nous avons pu

mettre en évidence l’existence d’une relation étroite entre les composés phénoliques des

fractions ACT et BUT tel que a.protocatechique, a.gallique,a. ρ coumarique, a.syringique et la

rutine avec leurs activités biologique (antifongique).

Des études récentes ont démontré l'activité antifongique des composés naturels extraits des

plantes médicinales traditionnelles, entre autres, l'acide protocatechuique qui a une activité

anticancéreuse et antioxydante beaucoup plus élevée, ce composé est l'un des composants

biologiquement actifs de certaines plantes médicinales, y compris celles utilisées en médecine

naturelle comme Soudan Mallow (Hibiscus sabdariffaL) (Ali, 2005). Selon Oliveira et

Didem, (2016), la rutine est considérée comme agent potentiel antifongique, et ce potentiel

pourrait être dû à l'interférence de la synthèse des protéines microbiennes. Cependant, l'acide

syringique avec d'autres acides phénoliques tel que l’acide gallique possèdent un effet

antifongique, et peuvent jouer un rôle dans la limitation de la croissance des champignons

(Chong, 2012 ; Mendoza et al., 2013).

A la lumière de ces résultats, les fractions ACT et BUT investiguées ont eu un pouvoir

antifongique plus marqué sur l’Aspergillus flavus.
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4.2. Evaluation de l’activité antimycotoxinogéne
4.2.1. Activité mycotoxinogénèse

La mise en évidence de l’activité mycotoxinogénèse de l’isolat purifié consiste à confirmer  sa

production de mycotoxines. De ce fait, l’ Aspergillus flavus est mise en confrontation par

contact direct avec des souches bactéiennes, cette étude a été réalisée in vitro selon la

méthode de diffusion sur gélose.

Les résultats obtenus sont illustrés par la figure (26)

Figue 26. Test de mycotoxinogénèse

En effet, après 24 heure d’incubation, l’Aspergillus flavus a montré une activité inhibitrice

positive vis-à-vis des souches bactérienns testées et ce, par l’apparition d’une zone

d’inhibition due à un arrêt de croissance des deux bactéries en l’occurrence, Staphylococcus

aureus et E. coli.

Le test de mycotoxinogénèse a montré la présence d'une zone claire autour des disques

contenant des colonies d'Aspergillus flavus estimée à 9 mm de diamètre dans le cas de E. coli

et 10 mm dans le cas Staphylococcus aureus (figure 27). Ce résultat peut être expliqué par le

faite que l'Aspergillus flavus a synthétisé des métabolites secondaires (mycotoxines)

diffusables dans la gélose et capables d’inhiber la croissance de ces bactéries.

Plusieurs études ont montionnés que l'A. flavus produit plusieurs mycotoxines principalement

des aflatoxines B1 et B2, et d'autres mycotoxines minoritaires comme l'acide kojique, l'acide

aspergillique, l’acides cyclopiazonique, l’acide β-nitropropionique, aspertoxine, aflatrème, la
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maltoryzine et l'acide 3-nitropropionique (Gabal, 1994 ; Wagacha & Huwig et al., 2001;

Chapeland-Leclerc et al., 2005 ; Coppock and Christian,  2007 ;Huffman et al., 2010).

Et pour confirmer la prouction de mycotoxine ciblée en l’occurrence, l’aflatoxine B1,  une

fermentation liquide est développée dans le but d’extraire, de fractionner la toxine pour une

étude chromatographique approfondie.

4.2.2- Production de l’Aflatoxine B1 par Aspergillus flavus sur milieu submergé

Après 14 jours de fermentation en milieu YES à 25°C, une séparation de la biomasse a été

effectuée par filtration, le filtrat a été utilisé pour l’extraction de l'aflatoxine B1et la biomasse

a été usée, après séchage, pour l’estimation du poids sec. En effet, ce dernier a été estimé à 4.6

± 0.360 g/l (figure27).

Figure27. L’aspect de la biomasse d’A. flavus produite après fermentation sur milieu submergé

Selon la littérature, le milieu YES favorise le développement végétative des aspergillus et

induit les réactions anabolisantes conduisant à la production des mycotoxines, il est aussi

adapté pour la production des quantités élevées d'aflatoxine (Davis et al., 1966). Une autre

étude de Gqaleni et al, (1997) a montré que, sur milieu YES, à une aw de 0,9, A. flavus se

développe dès 20°C, et la production d’aflatoxines se fait d’une manière meilleure à partir de

25°C.

Sur un autre volet, le filtrat a servi pour obtenir un aliquote de mycotoxine brute (AMB) qui a

été soumis à une séparation chromatographique. L’utilisation de la chromatographie sur

couche mince a révélé la présence, sous UV 365nm, de spots fluorescentes bleu foncé (figure

28).
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induit les réactions anabolisantes conduisant à la production des mycotoxines, il est aussi

adapté pour la production des quantités élevées d'aflatoxine (Davis et al., 1966). Une autre

étude de Gqaleni et al, (1997) a montré que, sur milieu YES, à une aw de 0,9, A. flavus se

développe dès 20°C, et la production d’aflatoxines se fait d’une manière meilleure à partir de

25°C.

Sur un autre volet, le filtrat a servi pour obtenir un aliquote de mycotoxine brute (AMB) qui a
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Figure 28. Chromatographie sur couche mince présentant les spots d’AFTB1 produite par A. flavus révélée sous
lumière UV à 365nm.

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer l’aliquote de mycotoxine brute

(AMB) en plusieurs spots apparus sous formes de spots colorées en bleu fluorescents après

révélation sous lumière UV à une longueur d’onde de 365 nm. Ces spots ont migré à

différentes distances avec différents rapports frontaux. Après comparaison avec le spot obtenu

par le standard d’aflatoxine B1 dont le Rf est estimé à 0,38, il a été  constaté que la substance

sparée a parcouru la même distance de migration  (Rf = 0,38). Cette observation a permis de

déduire que l’extrait (AMB) contient de l’AF B1, et par conséquent, l’isolat Aspergillus flavus

produit effectivement de l'aflatoxine B1.

Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire, très peu solubles dans l’eau,

insolubles dans les solvants non polaires, sous lumière ultra-violette (UV longs), elles sont

fluorescentes (bleue pour les AFB et verte pour les AFG, l’AFM1 ayant une fluorescence

bleu-mauve) (Asao et al., 1965 ; Abdellah, 2004 ; Toffa, 2015). Par ailleurs, plusieurs études

ont été menées sur la contamination des arachides par les mycotoxines spécifiquement

l'aflatoxine B1, due à la présence de  l’Aspergillus flavus sur l’aliment (Xianwen et al, 2015;

Fakruddin et al, 2015).

B1
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4.2.3. Analyse de l’aflatoxine B1  par HPLC-PDA

Pour confirmer la production de l’aflatoxine B1 par l’Aspergillus flavus, un fractionnement

par chromatographie liquide à haute performance (HPLC-PDA) a été réalisé.

Les analyses ont été effectués conjointement et sur le standards d’aflatoxine B1et sur

l’aliquote de mycotoxine brute (AMB). Le système solvant est composé d’eau et un

modificateur organique l’acétonitrile (ACN), la phase mobile est souvent acidifiée par TFA.

L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétention de l’aliquote de

mycotoxine brute (AMB) avec ceux de standards d’AFB1 (pure à 99.99%) dans les mêmes

conditions.  Les profiles chromatogrammes obtenus sont illustrés par la figure (29).
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Figure 29. Profile HPLC de l'Aflatoxine B1 : (a) le standard d’aflatoxine B1, (b) l’aflatoxine B1 produite par
l’isolat A. flavus

Le chromatogramme (b) del’aliquote de mycotoxine brute (AMB), montre plusieurs pics avec

un temps de rétention différent, cependant, il est remarqué l’existence de deux piques

majoritaires qui représentent probablement AFB2 et AFB1.

Aussi, il ressort de cette expérience que le temps de rétention de l’aliquote de la mycotoxine

brute (AMB) (tR= 30.13 mn) correspond au temps de rétention du standard aflatoxine B1 (tR=

30.01mn (figure 30), ce qui permet de confirmer que le métabolite produit par l’isolat

Aspergillus flavus correspond précisément à l’aflatoxine B1 standard.
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La littérature consultée montre que, habituellement, l’Aspergillus flavus produit

principalement l’aflatoxine B1 et B2 et il ne produit pas ni d’aflatoxine G1 ni G2 (Dorner et

al, 1984 ; Castegnaro et PfohlLeszkowicz, 1999).

4.2.4. Activité antimycotoxinogénèse

Afin d’évaluer l’effet des deux fractions (ACT et BUT) des feuilles de Lycium halimifolium

Mill sélectionnées auparavant comme inhibiteurs de la synthèse de l'aflatoxine B1 par

l’Aspergillus flavus, une fermentation a été réalisée dans le but d’évaluer l’influence de ces

extraits sur la synthèse de la toxine, et par conséquent, la biomasse mycélienne a été estimée.

4.2.4.1.Détermination du poids de mycélium

Le poids mycélien et le pourcentage d’inhibition sont estimés, en comparaison avec le témoin

et les valeurs obtenues sont montrées dans le tableau (10) :

Tableau 10. La biomasse et le pourcentage d’inhibition de la croissance d’Aspergillus flavus traité par ACT et

BUT

Fractions Poids du mycélium (g/l) % d’inhibition de la biomasse

ACT 2 ± 0.095 56.53 ± 2.74

BUT 1.6 ± 0.001 65.22 ± 0.10

Témoin 4.6 ± 0.360 -

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD

En effet, les résultats du tableau (10) montrent que la biomasse d’Aspergillus flavus traité par

ACT et BUTest nettement inférieure par rapport à celle de la même souche développée dans

le même milieu mais sans ACT et BUT. Il a été constaté que le pourcentage de réduction est

de l’ordre de 56.53 ± 2.74% et de 65.22 ± 0.10% respectivement en présence de la fraction

ACT et de la fraction BUT. Par conséquent, la souche Aspergillus flavus s’est révélée très

sensible aux traitements. Ce résultat confirme ce qui a été obtenu sur milieu gélosé dans les

tests préliminaires précédents.

Il est important de signaler que, à notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur l’effet,

des extraits des feuilles de Lycium halimifolium Mill, sur la biomasse   d’Aspergillus flavus en

particulier lorsque ce dernier est ensemencésur milieu submergé YES. De ce fait, ce travail

peut être considéré comme étant le premier à s’intéresser à cet aspect.
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Sur un autre volet mais dans la même optique, une étude a démontré que les extraits

méthanoliques de feuilles d’autres plantes en l’occurrence H. scoparium, A. schmittianun et

D. Gnidium ont inhibé la croissance mycélienne de l’Aspergillus flavus avec un pourcentage

de 65,33%, 83,56% et 100% respectivement (Mohammedi et Atik, 2013). Cet effet inhibiteur

peut être dû aux métabolites secondaire (flavonoïdes, huiles essentielles) des plantes

(Dikbaset al,. 2008).

4.2.5. Evaluation de l’effet antimycotoxinogénèse par l’analyse chromatographique

Dans le but d’évaluer l’effet des fractions ACT et BUT sur la synthèse de l’aflatoxine B1, une

chromatographie sur couche mince a été réalisé en présence des extraits de milieu de

croissance de l’Aspergillus flavus supplémenté par ces fraction et non supplémenté (témoin).

Les résultats obtenus sont révélés par la figure (30).

Figue 30. Estimation de l’aflatoxine B1 produite par l’isolat A. flavus par chromatographie sur couche mince
(CCM), de gauche à droite : le standard AFB1, l’AFB1 issu de culture non supplémentée (contrôle),
l’AFB1 issu des milieux supplémentés par les fractions ACT et BUT.

Le profil chromatographique, montre clairement l’absence presque totale des spots

fluorescents révélant la concentration de l’AFB1 issu des milieux supplémentés par les
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fractions ACT et BUT. Cette observation permet de déduire que les deux fractions ACT et

BUT développaient la capacité d’inhiber la synthèse de l’aflatoxine B1 par l’Aspergillus

flavus.

Pour confirmer ce résultat, une autre analyse pour le même objectif a été effectuée en

utilisant, cette fois-ci, la chromatographie liquide à haute performance HPLC-PDA. Les

résultats obtenus sont présentés par la figure (31).

Figue 31. Estimation de l’aflatoxine B1 produite par l’isolat A. flavus par chromatographie liquide à haute
performance HPLC-PDA : (c) l’AFB1 issu de milieu supplémenté par la fraction ACT, (d) l’AFB1
issu milieu supplémenté par la fraction BUT.

Le profil chromatographique (figure 31) montre une inhibition remarquable est presque totale

de la synthèse de l'aflatoxine B1, lorsque le milieu de croissance contient les fractions ACT

ou BUT.
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Ainsi, le pourcentage d'inhibition de la sécrétion de l’aflatoxine B1 a été estimé à 96,83 %

pour la fraction BUT (chromatogramme d) avec un temps de rétention égale à 30,09 mn, et un

taux d’inhibition de l’ordre de 94,99% a été calculé pour la fraction ACT (chromatogramme

a) avec tR = 30,18 mn. Ces résultats ont été calculés, bien évidemment, en prenant en

considération le profil du standard (figure 31).

En outre, les résultats ont clairement montré que l’inhibition de la sécrétion de l’aflatoxine B1

(96,83% pour la fraction BUT, et 94,99% pour la fraction ACT) est corrélé avec l’inhibition

de la croissance mycélienne (pourcentage d’inhibition est de 65,22% et de 56,53% pour les

fractions BUT et ACT consécutivement).

Il est important de signaler à nouveau que, à notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée

sur l’activité antimycotoxinogénèse des feuilles de Lycium halimifolium Mill, ce qui rend

difficile, voire impossible de réaliser une étude comparative de ces résultats. En revanche,

cela n’empêche pas d’expliquer l’effet inhibiteur de ces fractions.

Il est admissible d’expliquer ces résultats par le fait que les composants des extraits de feuilles

sont majoritairement des polyphénoles et ces derniers sont connus par leur activité

antimicrobienne.

Plusieurs études ont montré la capacité des extraits de plantes à inhiber et la croissance et la

synthèse de ses métabolites. Aussi, les travaux de Scalbert,(1991), et de Banso et Adeyemo,

(2007) ont démontré que les polyphénols des plantes médicinales possèdent une activité

toxique contre les champignons. Bien avant, Hua et al, (1999) rapportent que les composés

phénoliques inhibent au début plutôt qu'à la fin les étapes de la voie de biosynthèse de

l’AFB1. Alors que Ghorbanianet al, (2008) rapportent que l'inhibition de la synthèse des

aflatoxines est en relation avec le temps de contact et la dose de l’extrait. Récemment Neveen

et al., (2015) ont indiqué que l'huile essentielle d'O. Basilicum a une forte activité

antifongique et inhibe complètement la croissance d'Aspergillus flavus (dans le même milieu

de fermentation YES utilisé dans cette étude) avec un pourcentage de 70%, tandis que la

production d'inhibition d'aflatoxine B1 a été observée à des concentrations 0.05, 0.075 and

0.1%. Compte tenu du grand nombre de différents groupes de composés chimiques présents

dans les extraits de plantes (flavonoïdes, phénols, saponosides, tanins, alcaloïdes ...), il est

intéressant de noter que l'activité antimicrobienne n'est pas attribuable à un seul mécanisme

spécifique mais à plusieurs cibles dans la cellule. En effet, les extraits végétaux peuvent

bloquer complètement la biosynthèse des mycotoxines où la croissance fongique n'est pas
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affectée (Bhatnagar, 1988). Et d’après, Gacem, (2011)  les extraits bruts des graines de

Citrullus colocynthis, développent une activité antimycotoxinogène élevée par l’inhibition de

voies de synthèses d’aflatoxine B1 par Aspergillus flavus sans qu’ils affectent entièrement la

croissance de cette dernière.

Classiquement, la rutine est utilisée comme agent antimicrobien et antifongique. Cependant,

la recherche actuelle a montré ses avantages pharmacologiques pour le traitement de diverses

maladies chroniques tels que le cancer, le diabète, l'hypertension et l'hypercholestérolémie

(Sharmaet al., 2013). Son utilisation est avantageuse par rapport aux autres flavonoïdes car il

s'agit d'une molécule non toxique et non oxydable (Sharmaetal.,2013). En outre il a été révélé

par Chitarrini et al, (2014) que la rutine semble être plus efficace pour inhiber la biosynthèse

de l'aflatoxine par Aspergillus flavus. Une autre étude a montré que la rutine est un agent

antifongique potentiel, et le potentiel antifongique de ce produit naturel pourrait être dû à

l'interférence de la synthèse des protéines microbiennes(Oliveira et Didem, 2016).

Par ailleurs, l’acide protocatechique a été également signalé pour ses multiples actions

potentielles telles que ; l'activité antioxydante, antmicrobienne, anticancéreuse, cardiaque et

son effet hépatoprotectif (Kakkar, 2014). En outre, selon Jermnak et al, (2012), l'acide

gallique a inhibé la production d'aflatoxines chez A. flavus. Cependant, selon les mêmes

auteurs, l'acide syringique n’a pas la capacité d’inhiber la production d'aflatoxines. D’après,

Paster, (1988), l'acide ρ-coumarique est capable d’inhiber totalement la croissance de l’A.

flavus ainsi que la production d'aflatoxines.De même, la coumarine diminue la transformation

de l'aflatoxine B1 à l'époxyde 8,9 et diminue ainsi leur toxicité (Douglas, 1998). Et selon

Young-Sun, (2017), 38 composés de coumarines testés et la 4-hydroxy-7-méthyl-3-phényl-

coumarine ont montré de puissantes activités antifongiques et antiaflatoxinogènes contre A.

flavus, dont le mode inhibiteur de l'action antiaflatoxigénique était basé sur la régulation

négative des facteurs de transcription aflD, aflK, aflQ et aflR dans la biosynthèse de

l'aflatoxine.

Dans l’optique de ces résultats, les deux fractions ACT, BUT ont été jugées efficaces et

capables d’inhiber la synthèse de l’aflatoxine B1 produit de l’Aspergillus flavus.
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4.3. Autres activités biologiques

4.3.1. Evaluation de l’activité antibactérienne des fractions de Lycium

halimifolium

L’activité antimicrobienne a été testée contre six bactéries pathogènes (S. aureus, Bacillus sp

Seratiasp, Acetobactersp, E. coli, Pseudomonas aeruginosa) qui possèdent différentes

propriétés de croissance. Les témoins négatifs testés (eau, DMSO) n’ont aucun effet sur les

souches étudiées. Cependant toute action inhibitrice observée est donc due aux substances

actives contenues dans les fractions testées.

Les résultats du test de diffusion sur disque sont mentionnés dans le tableau 11.

Tableau11. Diamètres d’inhibition des différents fractions vis-à-vis les germes testés

Diamètres d’inhibition (Ø mm)

Fractions E. coli

CIFA-25922

Pseudomonas

aeruginosa

ATCC-27853

S.aureus

ATCC-25923

Bacillus

sp

Seratias

p

Acetobactersp

ACT - - - - - -

BUT 16 ±0.05 - 19 ±0.02 - - -

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM

Selon la littérature, un extrait est considéré actif lorsqu’il induit une zone d’inhibition

supérieure ou égale à 10mm (Tekwuet al , 2012)

Les résultats montrent que la fraction BUT avait une activité inhibitrice contre E.  Coli égale à

16 ± 0.05mm et 19 ± 0.02mm contre S. aureus. Cependant, La fraction ACT était inactive vis-

à-vis ces deux souches. En outre, les souches résistantes vis-à-vis les deux fractions étaient

Bacillus sp Seratiasp, Acetobactersp, Pseudomonas aeruginosa.

Jusqu’à nos jour, très peu de rapports concernant les propriétés inhibitrices bactériennes des

feuilles de Lycium halimifolium Mill ont été étudiés (Terauchi et al, 1998;Mocan, 2014).
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Une étude comparative réalisée par  Mocan et al.,  (2014) sur l’effet antibactérien entre

l’extrait éthanolique des feuilles de Lycium halimifolium M et de Lycium chienens (d’origine

de Romania) a révélé que l’extrait de Lycium chienens a été plus actif que le Lycium

halimifolium contre les bacteries Gram- et Gram+, dont  le Lycium halimifolium a donné une

zone d’inhibition de 12.3 ± 0.8 contre E.coli et 13.1 ± 0.9 contre S aureus. En revanche, les

travaux antérieurs de Terauchi et al., (1998), ont signalé que les bactéries Gram-positives et

Gram- étaient sensibles au thé brassé à partir de feuilles de Lycium chinense.

Selon la dernière étude de Mocanet al., (2017), Listeria monocytogenes et Staphylococcus

aureus ont été les souches les plus sensibles vis-à-vis les extraits de Lycium avec des valeurs

respectives de CMI et CMB similaires à 0,0019 mg / ml et 0,0038 mg / ml.

Figure 32. Zone d’inhibition de la fraction active relative aux souches sensibles.

Traditionnellement, les feuilles de Lycium sont utilisées dans le traitement des pathologies

oculaires tel que la conjonctivite bactérienne dont l’agent pathogène est staphylocoque, cela

justifie les usages ethnopharmacologiques de ces feuilles par les tradipraticiens comme un

remède contre les maladies infectieuses de l’œil.
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Nos résultats phytochimiques qualitatifs et quantitatifs des fractions ACT et BUT des feuilles

de Lycium halimifolium M réalisés auparavant, ont prouvé la richesse de nos fractions par les

acides phénoliques et flavonoïdes, et selon Chao etYin, (2009),Liu et al., (2005),l'acide

protocatechuique peut être utilisé dans les aliments afin d'éviter la contamination par le

campylobacter, et inhibe également la Croissance de Staphylococcus aureus résistant à la

méthicilline.

D’après l’étude de Aziz, (1998), les acides caféiques et protocatechuiques (0,3 mg / ml),

l'acide syringique (0,5 mg / ml) et p-coumarique (0,4 mg / ml) ont complètement inhibé la

croissance de E. coli.

En outre, selon Marjorie, (1999), les flavonoïdes peuvent former des complexes avec des

protéines solubles et des parois cellulaires des bactéries, et les saponines réagissent également

et exercent un effet antibactérien qui peut être attribué à sa capacité à provoquer une fuite de

protéines ainsi que certains enzymes de la cellule.

Les différences de sensibilité des bactéries à Gram négatif et des bactéries Gram positif

indiquées par la présence des substances antimicrobiennes.  En effet  les bactéries Gram

positif ont une couche externe plus  perméable riche aux peptidoglycane alors que  les

bactéries  à  Gram-négatif ont une barrière extérieure plus rigide phospholipides  (Grevenstuk

et al.,  2009).

Les résultats suggèrent que les composés de nos fractions endommageant la fonction de la

paroi cellulaire des bactéries à Gram+ et à Gram-.

En conclusion, l’effet de la fraction BUT était le meilleur sur les deux souches testées. Ce

résultat ouvre des perspectives pour développer le mécanisme moléculaire de l’inhibition

bactérien, et cibler les molécules responsables de cet effet.
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4.3.2. Evaluation de l’activité antioxydante

4.3.2.1.Effet capteur du radical diphénylpicrylhydrazyl (DPPH)

En faisant varier les concentrations des fractions et on calculant pour chaque concentration, le

pourcentage d’inhibition (I%) correspondant. Et c’est à partir de ces profils que nous avons

déduit la valeur correspondante à la IC50 (figure 33).

Figure 33. Activité antiradicalairedes fractions des feuilles de Lycium halimifolium M etde la quercétine

Tableau 12 .Les IC50 des fractions ACT et BUT des feuilles de Lycium halimifolium M et de la quercitine.

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM
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D’après le support graphique (figure33), la fraction BUT atteint un pourcentage d’inhibition

95.27 ± 0.01 % à une concentration de 1250 µg/ml, alors que, la fraction ACT atteint 83.34 ±

0.14 % à la même concentration.

Les profils de l’activité antiradicalaire obtenus révèlent que les fractions testées possèdent une

activité dose-dépendante. En outre, la présence d’une phase stationnaire signifie une réduction

presque totale du radical DPPH
-
en sa forme non radical DPPH-H.

Les résultats indiqués dans le tableau (12) représentent les concentrations des différentes

fractions qui piègent 50% du radical DPPH (IC50).C'est un paramètre utilisé pour estimer

l'activité antioxydante. Nous rappelons que plus cette concentration (IC50) est faible plus

l'effet antioxydant est très élevé ( Tsimogiannis et Oreopoulou, 2004; Atoui et al., 2005).

Le tableau (12) montre que la fraction BUT est la plus active avec une IC50=107.5 ± 1.41

µg/ml, et possède une activité anti-radicalaire supérieure à la fraction ACT ayant une IC50 de

l’ordre de 181.8 ± 0.81 μg/ml, et inférieur à celle de la quercetine qui a un IC50 = 3.24 ± 0.11

µg/ml. Cette activité antiradicalaire est tributaire de la mobilité de l’atome d’hydrogène du

groupement hydroxyle des composés phénoliques des fractions. Ceci est expliqué par le fait

qu’en présence d’un radical libre DPPH-, l’atome H de l’antioxydant est transféré sur ce

radical alors transformé en une molécule stable DPPH-H, ceci provoque une diminution de la

concentration du radical libre ainsi que l’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’à

l’épuisement de la capacité d’antioxydant donneur d’hydrogène.

Cependant, ces résultats sont différents aux travaux réalisés par Boulila et al.,(2015) qui a

trouvé que l’extrait  brut méthanolique des feuilles de Lycium intricatum possède un  IC50 =

51.31± 4.86 µg/ml.

Cette Activité antiradicalaire de ces fractions, est peut être due aux acides phénoliques et

flavonoïdes trouvés dans les fractions ACT et BUT à savoir : l’acide protocatechique

(composé majoritaire), acide gallique, acide syringique, acide p-coumarique et la rutine.

D’après Li et al, (2011), l'acide protocatechuique est considéré comme un élément actif de

certaines plantes médicinales chinoises traditionnelles, leurs activités antioxydantes ont été

mesurées in vitro en utilisant divers essais antioxydants dont le 1,1-diphényl-2-picryl-

hydrazyle (DPPH •), 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique (O2- •) et l'activité de

balayage des radicaux hydroxylés (OH), des ions ferriques (Fe3 +) et d’autres. Par

conséquent, il a montré une activité antioxydante très intéressante, et possédant divers effets

pharmacologiques qui peuvent être étroitement corrélés avec ses activités antioxydantes,
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comme il pourrait être utilisé dans l'industrie pharmaceutique ou alimentaire comme un

antioxydant naturel.

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des fractions qui sont responsables de

cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés minoritaires qui

peuvent interagir d’une façon synergique ou antagoniste pour créer un système efficace vis-à-

vis des radicaux libres. Liao et Yin, (2000) ont démontré que les combinaisons d'acide alpha-

tocophérol et/ou ascorbique avec l'acide caféique, la catéchine, l’épicatéchine, la myricétine,

l'acide gallique, la quercétine et la rutine ont une activitéantioxydante plus élevée que chacun

de ces composés pris isolement pour l’oxydation des lipides. De ce fait, la présence de l’acide

syringique même à faible concentration (0,142-0.236%) avec l’acide gallique dans les

fractions des feuilles de Lycium halimifolium M peut expliquer l’activité de piégeage du

radical DPPH.

Le mécanisme de la réaction entre l'antioxydant et le DPPH dépend également de la

conformation structurale de l'antioxydant (Kouri et al., 2007). Quelque composés réagissent

très vite avec le DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale à celui des groupements

hydroxyles de l'antioxydant (Bondet et al., 1997). La configuration spatiale et le nombre de

groupement OH des structures flavonoïdiques peuvent avoir une influence sur les différents

mécanismes antioxydants (Hein et al., 2002).



Chapitre IV

Etude de l’effet
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1. Introduction

Depuis plusieurs années, les cancérologues pensent que des facteurs alimentaires sont

impliqués dans l’étiologie de certains cancers. De nombreuses données épidémiologiques ont

montré des associations fréquentes entre la consommation de certains aliments et l’incidence

de certains cancers à titre d’exemple, le cancer du foie et la contamination en aflatoxine B1,

qui a été classé en 2002, dans le groupe 1 de cancérigène par l'Agence Internationale pour la

Recherce sur le Cancer (IARC) (Tozlovanu, 2008).

En effet, l’intoxication par l’aflatoxine B1 peut provoquer de graves dégâts à savoir des

lésions du foie, des congestions, des hémorragies, d’œdèmesvoir même de carcinome

hépatocellulaire, pouvant entrainer la mort de l’animal et l’être humain (Gita, 2005).

Le développement de la recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers l'obtention de

phytomédicaments, ce développement constitue une étape indispensable pour l'essor de tout

un secteur lié à la thérapie. Plusieurs études épidémiologiques suggèrent que la

protectiond’une alimentation riche en produits végétaux semble apporter un effet contre le

développement de diverses pathologies   dégénératives   associées   au   stress   oxydant

telles   que   les   maladies   cardio-vasculaires,    les    maladies    neurodégénératives    et

divers    cancers,    serait    dus aux microconstituants de cette diète dont les polyphénols

sont les principaux représentants (Torreggiani, 2005).

Pour le besoin de la présente étude, nous avons choisi les feuilles de Lycium halimifolium

Mill. Ses extraits sont traditionnellement utilisés dans le traitement de la conjonctivite, la

cataracte, le cancer, les maladies hépatiques et d’autres. Le choix de cette plante est justifié

par son rare emploie dans notre pays à cause de l’ignorance de sa valeur nutritionnelle et

médicale.

Notre étude consiste à évaluer in vivo l’effet préventif et/ou thérapeutique des fractions de

feuilles de Lycium halimifolium Mill vis-à-vis de la toxicité hépatique de l’aflatoxine B1.
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2. Synthèse bibliographique

2.1. Anatomie du foie

Le foie est un organe abdominal des vertébrés impliqué dans plus de 300 fonctions

vitales, notamment les fonctions suivantes : une fonction nutritionnelle (métabolisme des

glucides et les lipides…), une fonction de synthèse (synthétise des protéines, la bile), une

fonction sanguine (facteurs de coagulation…), une fonction antitoxique (destruction des

toxines…) et une fonction de stockage (vitamines, Fe…). Il aide aussi au métabolisme et est

hautement vascularisé(Desmeules et al., 1999; Plaa et Charbonneau, 2001).

Le foie est de couleur rouge-brun, homogène. Sa surface, recouverte en grande partie

de péritoine et d’une capsule fibreuse, est lisse, c’est le plus gros organe solide du corps, avec

un poids représentant environ 2% du poids du corps humain. Le foie est divisé en huit

segments fonctionnels indépendamment,chaque segment a son propre pédicule portal,

composé d’une branche de l'artère hépatique, d’une branche portal, d’une voie biliaire et une

branche veineuse hépatique distincte (figure 34) (Soler et al., 2001; Liau et al., 2004).

Figure 34. Anatomie segmentaire du foie.

Dans une coupe histologique d'un fragment de foie, on reconnaît des unités parenchymateuses

hexagonales, ou « lobules » ; les cellules parenchymateuses, les hépatocytes, sont disposées

en travées, ou plutôt en lames (figure 35), qui convergent vers le centre du lobule. À la

périphérie, on trouve les espaces portes, dont chacun contient une triade portale : un petit

canal biliaire, une artériole, branche de l'artère hépatique, et une veinule, branche de la veine

porte (Hecht, 1991).

Lobe droit Lobe gauche



Etude de l’effet antihèpatotoxicose
________________________________________________________________

99

Figure35. L’organisation du foie (Marie, 2012).

2.2. Toxicité de l’ aflatoxine B1

L’AFB1 est classée par l’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer dans le groupe 1

comme un cancérogène potentiel chez l’homme et les animaux, surtout le carcinome

hépatocellulaire est considérée comme puissante mutagène qui a causé les dommages des

cellules (IARC, 2002).

2.2.1. La toxicité aiguë d’AFB1

Elle est corrélée par la production de l’AFB1-8,9 dihydrodiol. En effet, l’AFB1-8,9-époxyde

est transformée en 8,9-dihydro-8,9-dihydroxy-AFB1 (AFB1-8,9-dihydrodiol) soit

spontanément soit par l’action de l’époxyde hydrolase (Johnson et al., 1997 ; Kibge, 2015).Ce

dernier se lie aux protéines et conduit à la formation d’un adduit majeur (Wild et al., 1990 ;

Sabbioni et Wild, 1991).

La toxicité aiguë se caractérise par la dose létale DL50 qui correspond à la concentration

capable d’entraîner la mort de la moitié de la population testée. Concernant les aflatoxines, ce

type de toxicité est moins fréquent chez l’homme que chez les animaux. Chez le caneton, les

souris et les êtres humains, la DL50 des AFB1, est respectivement de l'ordre de 0,36 ; 9,0 ; 5,0

mg/kg (Hussein et Brasel, 2001 ;Moss, 2002).

2.2.2. Toxicité chroniqued’AFB1

La toxicité chronique des aflatoxines survient après l’ingestion répétée de doses très faibles.

Ce type de toxicité peut apparaître aussi bien chez l’homme que chez l’animal. Des études
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épidémiologiques menées dans le Sud-est asiatique et en Afrique ont démontré que les

cancers hépatiques sont beaucoup plus fréquents chez certains groupes de la population

humaine dont le régime alimentaire est élevé en aflatoxines. D'après Hussein et Brasel,

(2001), plus de 250 milles décès annuels sont recensés en Chine et en Afrique subsaharienne

et qui sont causés par des carcinomes hépatocellulaires attribués aux facteurs de risques

comme l'ingestion journalière élevée en aflatoxines qui atteint 1,4 µg/kg et l'incidence du

virus de l'hépatite B (VHB). Selon Herrman et Walker, (1999), la virulence des aflatoxines

chez des individus porteurs du VHB est nettement plus élevée que chez ceux qui ne le sont

pas. L’AFB1 et le VHB peuvent agir en synergie, l’infection par le VHB induit les enzymes

activatrices de l’aflatoxine en augmentant son pouvoir cancérogène potentiel (Chen et al.,

2001)

Et donc, la toxicité de l'aflatoxine BI est liée aux effets biochimiques résultant de l'interaction

de son dérivé époxy et les cellules hépatiques. Les différentes perturbations métaboliques

observées sont principalement l'inhibition de la synthèse des acides nucléiques (ARN, ADN et

mitochondriales) et des protéines avec la disparition du contrôle en retour de la synthèse du

cholestérol considérée comme une caractéristique de l'état précancéreux (FAO, 1979 ; Wray,

1982). En outre, la dégranulation précoce du réticulum endoplasmique du réticulum de

l'hépatocyte,  l'augmentation de la perméabilité cellulaire et l'interruption du transfert

d'électrons au niveau des mitochondries, responsable de la forte baisse de la respiration

cellulaire et la perméabilité accrue des membranes lysosomiales conduisant à une fuite des

hydrolases acides non liées, ont été également observé dans le cas de l’intoxication par

l'aflatoxine BI (Patterson, 1976). Ainsi la nécrose hépatocellulaire aiguë semble résulter de

l'interaction des aflatoxines en divers sites intracellulaires alors que la mutagénicité et la

cancérogénicité de ces toxines sont subordonnées probablement à l'action métabolique d'un

agent alkylant l'ADN, l'époxyde 2-3 (Carlborg, 1979).

2.3. Aflatoxicose et le cancer du foie

Les cancers résultent de la prolifération anarchique de certaines cellules de l’organisme dont

le cycle cellulaire est déréglé. Plus de 50% des cas, le gène p53codant pour la protéine

nommée p53est muté et est donc impliqué dans la cancérisation. Dans les tissus sains, la

protéine p53 activée se lie directement à l'ADN, induisant un arrêt du cycle cellulaire entre la

phase G1 et la phase S, permettant les réparations d'éventuels dommages de l'ADN altéré.
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Dans le tissu cancéreux (exp : hépatocarcinome), le gène p53 est altéré en position du codon

249, la protéine ne se lie plus à l'ADN, la cellule n'est plus bloquée en interphase, les

altérations de l'ADN ne sont plus réparées, l'instabilité génétique de la cellule augmente et la

cellule prolifère : la cellule devient une cellule maligne (Hall, 1997 ; Thierry, 2000 ; Hélène,

2013).

Dans le cas de l’aflatoxicose, l’histopathologie pratiquée sur des prélèvements de foie ont

révélé une prolifération intense du canal cholédoque, un œdème, des infiltrations graisseuses

des lésions hépatiques et la nécrose du foie (Krishnamachariet al., 1975 ; Bhat et

Krishnamachari, 1977).

Par ailleurs, La relation entre l’exposition à l’aflatoxine B1 et le développement du

l'hépatocarcinome (HCC) a également été mise en évidence dans les études de biologie

moléculaire. En effet,la littérature scientifique montre que de nombreux

l'hépatocarcinome(HCC) correspond à une mutation somatique (transversion G:CT:A) qui

n'affecte que les cellules hépatiques.De même, des études sur les mutations de p53 dans les

HCC survenant dans les populations exposées par leur alimentation à des niveaux élevés

d’aflatoxine excrétés par Aspergillus flavusdont les fréquences detransversion G → T sont

élevées au niveau de la troisième base du codon 249 de p53 (Bressacet al., 1991 ; Hsu et coll.,

1991 ; Greenblattet al., 1994).

Par conséquent, l’AFB1 est classée dans le groupe 1 par l’IARC, car elle peut induire

l’apparition d’hépatocarcinome (IARC, 2002). En effet, l’AFB1 peut subir une oxydation sur

sa double liaison 8,9 en formant l’AFB1- 8,9 époxyde hautement toxique. Ce composé,

instable et électrophile, peut interagir avec des composés contenant des sites nucléophiles,

comme les acides nucléiques, les protéines (protéines nucléaires, liaison aux histones H3) en

formant des adduits (AFB1–N7-guanine). Ces adduits modifient la structure et les fonctions

des grosses molécules, comme l’altération du transport des électrons et de la respiration

cellulaire (cytochromes b et c), l’inhibition de la transcription et de la réplication des cellules,

l’altération du métabolisme lipidique ou une action choléstatique et le stress oxydatif

(McLean and Dutton, 1995).

2.4. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre de la

balance entre les oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemailet al., 2000 ;

Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogène

d’agents prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou
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même une exposition environnementale à des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, toxine tel

que l’aflatoxine B1, médicaments…) (Pincemailet al, 2002 ; Sorg, 2004 ; Kocchilin-

Ramonatxo, 2006).

Pour se protéger des effets toxiques des produits oxydants,l’organisme développe des

systèmes de défense antioxydants composés d’enzymes, de vitamines et de protéines et

d’autres sont directement apportés par les aliments : vitamines C et E, caroténoïdes,

polyphénols, en empêchant les radicaux libres d’atteindre leurs cibles et de les

endommager(Pincemailet al., 2002).

2.5. Les antioxydants

Au sens large, un antioxydant est un composé qui inhibe ou retarde l'oxydation des substrats,

même si le composé est présent en concentration plus faible de façon significative que le

substrat oxydé. Les composés antioxydants peuvent être recyclés dans la cellule ou bien ils

sont irréversiblement endommagés, mais leurs produits d'oxydation sont moins nuisibles,

pouvant être convertis en substances inoffensives (Halliwell et Gutteridge1995, 2007 ;

Matkowski, 2008).

2.5.1. Systèmes enzymatiques

Il s’agit principalement de trois enzymes qui ont une action complémentaire sur la cascade

radicalaire au niveau du O2
●- et du H2O2, conduisant finalement à la formation de l’eau et de

l’oxygène moléculaire.

2.5.2. Le superoxyde dismutase

Comme l'indique son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélère la dismutation de l'anion

superoxyde en peroxyde d’hydrogène, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux

(Fe-SOD), SOD à cuivre (Cu-SOD) et SOD à manganèse (Mn-SOD) qui diffèrent selon la

localisation chromosomique du gène, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et

leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).

2.5.3. La catalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en synergie

avec la SOD puisque son rôle est d'accélérer la dismutation du peroxyde d'hydrogène en eau

et en oxygène moléculaire (Sorg, 2004).



Etude de l’effet antihèpatotoxicose
________________________________________________________________

103

2.5.4. Les glutathions peroxydases et réductases

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La glutathion

peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un rôle très important dans la

détoxification du peroxyde d’hydrogène, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de

l’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs

avec l’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase

(GR), quant à elle, a pour rôle de régénérer le GSH à partir du GSSG tout en utilisant le

NADPH comme un cofacteur (Martínez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004).

Figure 36. Le cycle d’oxydoréduction du glutathion.

2.5.5. Systèmes non enzymatiques

Ce groupe de systèmes antioxydants renferme de nombreuses substances endogènes parmi

lesquelles on peut citer le glutathion, l’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine,

l’acide lipoïque. De tous ces composés endogènes synthétisés par les cellules, le plus

important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) (Favier,

2003). La bilirubine est, quant à elle, capable de piéger les radicaux peroxyles et l’oxygène

singulier, protégeant ainsi l’albumine et les acides gras liés à l’albumine des attaques

radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).
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3. Matériel et Méthodes

Cette étude a été réalisée au sein de l’animalerie de l’Université des frères Mentouri,

Constantine, Algérie, en collaboration avec le laboratoire d'anapathologie et d'hématologie du

Centre Hôspitalo-Universitaire « CHU » de Constantine.

3.1. Etudede l’effet antihépatotoxicose des feuilles de Lycium halimifolium
Mill

L’évaluation de l’impact protecteur probable des fractions ACT et BUT des feuilles deLycium

halimifolium Mill vis-à-vis de la toxicité de l’AFB1, consiste à utiliser des souris comme un

modèle expérimental.

3.1.1. Choix et préparation des animaux

L’étude expérimentale a porté sur des souris mâles de type Swiss albinos en croissance ayant

un poids moyeninitial de 20 - 25 g, fournis par l’animalerie du Département de Biologie

Animale de l’Université des frères Mentouri, Constantine, Algérie. Dès  leur  réception,  les

souris  sont  placées  aléatoirement  dans  des cages en polyéthylène et tapissées d’une litière

composée de copeaux de bois pour  une  période  d’acclimatation  (2  semaines)  avant  d’être

utilisées  dans  les  différentes expériences.  Pendant  cette  période  les  animaux ont  un

accès  libre  à l’eau, alimentation composé de l’orge, maïs, remoulage, soja et  CMV

(Complexe Minéro-Vitaminique) est fournies par le même département, et  sont maintenus

dans une animalerie à  température constante  (23 ±  2) °C  soumis à un cycle de

lumière/obscurité  de  12/24h.

3.1.2. Traitement des animaux et données expérimentales
Les poids des souris ainsi que la quantité d’aliment ingéré sont pris quotidiennement. Une

hépatotoxicité expérimentale est induite par l’administration per os de l’aflatoxine B1 à raison

de 0.7mg/kg du poids corporel des souris, dissous dans du NaCl à 0,9 %. Pour la

détermination de l’effet protecteur des extraits, le protocole expérimental utilisé est celui

décrit par Deabes et al., (2012). Aussi, les souris sont réparties en quatre lots expérimentaux à

raison de 10 souris par lot:
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Lot 1 : Représente des souris sans traitement qui a servi de témoin.

Lot 2 : Représente le lot traité par Aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).

Lot 3 : Représente le lot traité par l’ACT (500 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le

gavage de l’aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).

Lots 4 : Représente le lot traité par le BUT (500 mg/kg de poids corporel) 2 heures avant le

gavage de l’aflatoxine B1 (0.7 mg/kg de poids corporel).

3.1.3. Prélèvement sanguin

La nuit du 7éme jour, tous les animaux sont mis à jeûne, le lendemain (8ème jour), le

prélèvement du sang a été effectué à l’aide d’un tube capillaire d’hématocrite, à travers le

sinus rétro-orbital au niveau de la veine orbitale des souris,préalablement, anesthésiés par du

chloroforme. Des échantillons du sang, d'environ 1ml, ont été recueillis dans des tubes

contenant l'héparine destinés pour les analyses biochimiques hépatique(ASAT, ALAT et

PAL). Les tubes ont été centrifugés à 3000tr/10min et le sérum obtenu est conservé à une

température de -15 à-20°C jusqu'à son utilisation (Ben-Romdhaneet al., 2003)

3.1.4. Sacrifice des animaux

À la fin de la période du traitement (8ème jour), et après le prélèvement sanguin, les souris sont

sacrifiées par dislocation cervicale, et le foie a été prélevé. Les foies sont immédiatement

rincés avec de l’eau physiologique, séchés avec du papier filtre puis pesés, chaque foie est

partagé en deux parties ; l’une a été utilisée pour le dosage des paramètres du stress oxydatif

et l’autre partie a été fixée dans le formol pour utilisation ultérieure.

3.1.5. Dosage des marqueurs de l’hépatotoxicité

Les analyses biochimiques hépatiques ont été réalisées au niveau du Laboratoire Centrale de

l'Hôpital Universitaire de Constantine à l'aide d'un appareil automatique de type

TECHNICON, RA-1000.Le bilan hépatique effectué consiste à doser dans le sérum des

principaux marqueurs moléculaires de lésions hépatiques, qui sont les transaminases, ASAT

(Aspartate Amino Transférase ou Glutamate Oxaloacétique Transaminase, TGO, quiont une

distribution beaucoup plus large, dans le foie, le cœur, les muscles squelettiques, les reins,leur

dosage sanguin estime la partie cytoplasmique de cette enzyme, soit environ 10% du total

(Imbert et al., 2003). ALAT (Alanine Amino Transférase ou Glutamate Pyruvate
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Transaminase, TGP) qui est présente essentiellement dans les hépatocytes, le cytoplasme, et

accessoirement dans les muscles et le rein. Egalement, le dosage des phosphatases alcalines

(PAL) qui est le marqueur habituel de cholestase, et son élévation dans sang est l’un des

signes des atteintes hépatiques cholestatiques (Gopalet al., 2000).

3.1.6. Dosage des paramètres du stress oxydatif

3.1.6.1. Préparation de cytosol des hépatocytes

Une gamme de tissus hépatiques sont homogénéisés avec 5 volumes de tampon phosphate

(0,1 M ; pH : 7,4) contenant du KCl : 1,15 %. Après centrifugation à 10 000 rpm pendant 45

minutes à 4 °C, le surnageant est récupéré et utilisé comme source de la catalase (CAT)

(Sanmugapriya et Venkataraman, 2006).

3.1.6.2. Évaluation de l’activité enzymatique de la catalase

L’activité catalasique est déterminée par la méthode de Clairborne, (1985).  Le principe est

basé sur la disparition de l’H2O2 en présence de la source enzymatique à 25 C° selon la

réaction suivante :

Pour ce faire, un mélange réactionnelest constitué de 1 ml de tampon phosphate (KH2PO4:0,1

M, pH : 7,2), 0,975 ml de H2O2 fraîchement préparé (0,019 M) et 0,025 ml de cytosol(source

d’enzyme) sont additionnés. L’absorbance est lue à 240 nm chaque minute pendant deux

minutes, et l’activité enzymatique est calculée en termes d’unité internationale par minute et

par gramme de protéine (UI/min/g de protéine) selon la formule suivante :

UI/g= (2.3033/T) × (logA1/A2) /g de protéine.

A1: Absorbance à la première minute.

A2: Absorbance à la deuxième minute.

T: Intervalle de temps en minute.

Les protéines totales dans l’homogénat du foie sont déterminées selon la méthode de Biuret

en utilisant le Kit (Spinreact BSIS30-1). Le principe de ce test est basé sur la complexation
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entre les protéines et les sels de cuivre pour donner un complexe violet-bleu intense en milieu

alcalin. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration en protéines

totales dans l'échantillon et déterminée par mesure de l'absorbance à 540 nm contre une

courbe d’étalonnage (koller, 1984).

3.1.6.3. .Évaluation de la peroxydationlipidique

Le  MDA  est l’un  des produits terminaux de  la  décomposition des acides gras polyinsaturés

sous  l’effet  des radicaux libres libérés  au  cours  du  stress.  En  milieu  acide  et  à  chaud

(pH  2  à  3,  100  °C)  une molécule de MDA est condensée avec deux molécules de

thiobarbiturique  (TBA) pour  former un  complexe coloré  en rose  (lecture  à  530  nm).  Le

principe de cette méthode est résumé dans la figure (37).

Figue37. Principe du dosage du malondialdéhyde

La peroxidation lipidique dans le foie est évaluée par le dosage de malondialdéhy de (MDA).

Un gramme de foie est additionné à 5 ml de solution de KCl (1,15 %) puis homogénéisés. À

0,5 ml de l’homogénat, 3 ml d’acide phosphorique (1 %) et 1 ml d’acide thiobarbiturique

(TBA : 0,67 %) sont additionnés. Le mélange est chauffé à 100°C pendant 45 minutes,

refroidi ensuite additionné de 4 ml de n-butanol. Après centrifugation de 15 minutes à 3000

tours/min, l’absorbance est déterminée sur le surnageant à 532 nm. Les résultats du dosage

sont exprimés en nmol/g de foie (Uchiyama et Mihara, 1978; Jurina-Romet., 1996)
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3.1.6.4. Dosage de glutathion hépatique (GSH)

Le dosage du GSH est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman, (1959). Le principe est

basé sur la réaction d’oxydation du GSH par l’acide 5, 5’-Dithiobis 2-nitrobenzoïque (DTNB)

libérant ainsi l’acide thionitrobenzoïque (TNB) absorbant à 412 nm, selon la réaction suivante

(figure 38)

Figure 38.Principe de dosage du glutathion

L'acide 5,5`dithiobis-2-nitrobenzoïque (DTNB) est réduit par le glutathion (GSH) pour

produire un composé jaune. Pour ce dosage, 50 μl d’homogénat du foie sont dilués dans 10 ml

de tampon phosphate (0,1 M, pH 8). Ensuite, 3 ml de la solution d’homogénat diluée sont

mélangés avec 20 μl de DTNB (0,01 M). La lecture de la densité optique est effectuée après 5

min d’incubation, à température ambiante, à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes

conditions avec le TCA 10%. Les concentrations sont exprimées en nmol/g de foie.

3.1.7. Etude histologique

3.1.7.1. Préparation des blocs

La réalisation des coupes histologiques a été effectuée au niveau du laboratoire central

d'anatomie pathologique à l'Hôpital Universitaire de Constantine. Après avoir fixés le foie

dans du formol (10%) pendant une semaine,des  fragments ont été déshydratés  par

submersion  dans  des  bains  d’éthanol  à  des concentrations allant en ordre croissant : 60 %,

70%  ,80%, et 100%. Après  déshydratation,  les  échantillons  subissent  deux  bains  de

xylène  et  deux autres  de  paraffine  fondues.  Le  xylène  occupe  la  place  de  l’eau  et

donc  facilite  la  pénétration de  la  paraffine  puisque  cette  dernière  est  hydrophobe.  La

durée de chaque bain est de 24 heures (l’opération est automatisée à l'aided'un automate). Les
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échantillons des foies sont placés dans des moules recouverts de paraffine fondue. Après

refroidissement, les blocs sont prêts à la coupe.

3.1.7.2. Réalisation des coupes et coloration

les  blocs  sont  placés  dans  le  microtome  afin  de réaliser  des  coupes  de 3μm

d’épaisseur.   A  l’aide  d’une  pince  très  fine,   les  coupes  sont placées  sur  des  lames

couvertes  de  gélatine  qui  sont  ensuite  déparaffinées  par  chauffage  à l’étuve pendant une

heure.

Pour mettre  en  évidence  les  hépatocytes,  les  coupes  sont  d’abord  réhydratées  par

submersion successivement  dans  les  bains  suivants :  2  bains  de  toluène  (30  min), 5

bains  d’éthanol  à  des concentrations  décroissantes :  100%,  90%,  80%,70%,  60%  (5  min

chacun).  Après  rinçage dans  de  l’eau  distillée,  les  coupes  réhydratées  sont  placées  dans

un  bain  d’hématoxyline  (8 min)  pour  colorer  les  noyaux,  l’excès  de  colorant  est  enlevé

par  l’acide  chlorhydrique.  Elles sont  mises  ensuite  dans  un  bain  d’éosine  (8  min)  pour

colorer  le  cytoplasme,   l’excès  de colorant est enlevé par l’éthanol. Pour éviter les

interférences de couleurs, une deuxième coloration de base est  faite ensuite par le  bleu  de

méthylène  qui  remplace  l’hématoxyline  et  l’éosine  dont  le  but  est  d’améliorer

l’observation des coupes. Les lames ainsi colorées sont couvertes de lamelles et prêtent à

l’observation microscopique

3.2. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués in vivo sont exprimés en moyenne ± SEM. La différence entre

le contrôle et les différents tests, est déterminée par le test de Student pour les comparaisons

simples ou ANOVA univariée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons

multiples et la détermination des taux designification. Les valeurs de p≤0.05 sont considérées

statistiquement significatives. Le logiciel utilisé dans ce travail est Graph Pad. Prism. V 5.00.
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4. Résultats et discussion

Cette étude a été consacrée à l’évaluation in vivo de l’effet protecteur des fractions (ACT,

BUT) des feuilles de Lyciumhalimifolium Mill vis-à-vis de l’intoxicationà l’aflatoxine B1, en

utilisant un modèle animal.

4.1. L’étude de l’effet antihépatotoxicose

4.1.1. Signes de toxicité

Dans les conditions opératoires (administration per os de l’aflatoxine B1 à raison de 0.7

mg/kg, aucune mortalité a été observée chez les souris mâles traitées par l’AFB1, en outre,

des signes physiques de toxicité sont apparus tel que : la perte d'appétit, perte du poids,

faiblesse, accélération du rythme cardiaque et parfois une paralysie. Ces signes sont dus,

vraisemblablement, à l’intoxication par l’Aflatoxine B1. Cependant, les souris traitées par les

fractions ACT et BUT aucun signe d’intoxication n’a été observé.

Ce résultat se cordonne à l’étude de Gita, (2005) dont il a été signalé que l’intoxication aigue

par les aflatoxines peut se manifester par un malaise, une perte de l’appétit puis un

ralentissement du gain de poids.

Par ailleurs, les premiers symptômes d’exposition d’infection à haut niveau à l’aflatoxine

(aflatoxicose aiguë) commence par la diminution de l’appétit, un malaise, ainsi qu’une

malnutrition et une croissance ralentie, ensuite, elle se développe par des hémorragies, un

risque accru de développer un carcinome hépatocellulaire, ou cancer du foie, ainsi que les

troubles de la fonction immunitaire avec un taux élevé de mortalité chez l’animal (Jaime-

Garcia et Cotty, 2010).

4.1.2. Évolution du poids corporel des souris

L’évolution du poids corporel des souris au cours de la période de traitement est suivie chaque

jour. La figure (39) représente cette évolution :
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Figure 39. Évolution du poids des souris témoins et traités durant le traitement.

Cette figure montre que le poids corporel du groupe traité par l’AFB1 a connu une diminution

importante (28.05%) entre le 1er et le 7ème jour. Par contre, les témoins ont présenté une

évolution de leurs poids, évaluée à 25% par rapport au premier jour, dont, le gain du poids est

sensiblement remarquable. Par ailleurs, les deux lots traités par les fractions ACT et BUT, ont

marqué une chute modérée puis récupération de poids corporel traduisant une légère

augmentation du poids par rapport au poids initial estimé entre 4 et 5% respectivement (figure

39).

Le changement du poids corporel au cours de 7 jours est utilisé comme un indicateur des

effets indésirables des composés chimiques administrés (Hilaly et al.,2004). La perte du poids

chez les souris intoxiquées est corrélée à l’état physiologique de l’animal, et le mode

d’administration. Cette réduction du poids peut être expliquée par une réduction de la

consommation de la nourriture à cause de manque d’appétit, mais également par les

possibilités d’interactions dose/absorption et par la diminution de la quantité de nourriture

absorbée. Ces résultats sont en accord à ceux obtenus par Galtieret al, (1974), qui révèlent que

l’intoxication du rat par l’AFB1 entraine une altération de la croissance pondérale, la

persistance de l’effet toxique et probablement la rémanence de la toxine dans l’organisme.

Ces résultats sont aussi similaires à ceux cités par Bodin et al., (1975) ; Hatey, (1977)  et

Molinie, (2004).  En ce qui concerne les souris intoxiquées par l’AFB1, Hanak, (2002) avait

démontré l’existence d’un ralentissement de la croissance, voir une toxicohépatique chez les

animaux d’élevage. D’un autre côté, les études de  Pohlandet al.,(1992);  Pfohl-Leszkowicz
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et  Castegnaro, (1999) ; Pfohl-Leszkowiczet al., (2002)ont montré  l’effet délétère des

mycotoxines sur différents organes tels que, les intestins, ceci peut conduire à une mauvaise

rétention des éléments nutritifs  au niveau de  l'épithélium intestinal  et par conséquent une

diminution du poids corporel.

4.1.3. Poids du foie
La variation du poids du foie est représentée sur la figure (40).

Figure 40. Effet de l’AFB1sur le poids des foies des souris.

Après 7 jours de traitement, l’analyse des résultats révèle que le groupe intoxiqué par l’AFB1

a présenté des valeurs prééminentes concernant le poids moyen du foie estimé à 0.64g. Le

poids du foie des souris traitées par AFB1 montre une diminution remarquable par rapport au

poids moyen du foie des souris témoins (1.01g). Cette diminution est due probablement à une

intoxication par l’AFB1consommée durant le traitement, qui peut être expliquée par la

destruction des cellules hépatiques (hépatite nécrosante)

Chez les souris traitées par les fractions ACT et BUT utilisées comme un hépato-protecteur,

on remarque que le poids du foie est supérieur par rapport au lot intoxiqué par l’AFB1, dont le

Poids moyen est entre 0.83-0.87g respectivement. Cette constatation est peut être due à l’effet

du traitement appliqué qui aide à réparer ou préserver les lésions des cellules du foie induites

et facilite le rétablissement d'une nécrose hépatique.

Dans le cas de l’AFB1, l’intoxication aigue peut provoquer des signes importants de lésions

du foie pouvant induire des congestions voir même des hémorragies pouvant être à l’origine

d’encéphalopathies et d’œdèmes pouvant entrainer la mort de l’animal sous l’action d’une
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hépatomégalie au bout de quelques heures voir quelques jours. Dans le cas le plus fréquent

d’Aflatoxicose chronique, le foie reste la principale cible (Gita, 2005).

L’action de l’AFB1 peut prendre d’autres proportions une fois ingérée. En effet, l’aflatoxine

B1 est dégradée et les substances qui en résultent sont parfois plus toxiques que la mycotoxine

ingérée (Yiannikouris et Jouany, 2002).

4.1.4. Effet des fractions sur les paramètres de l’hépatotoxicité

Les résultats illustrant les variations des transaminases et les phosphatases alcalines sont

montrés par la figure (41).

Figure 41. Paramètres sériques de l'évaluation de la fonction hépatique (TGP, TGO et PAL) des souris :
témoins, souris traités par la dose de 500mg/kg de l’ACT et BUT et souris intoxiqués par la dose de 0,7mg/kg de

l’AFB1. Chaque valeur est représentée en tant que moyen ± SEM. * p≤0.05 différence significative contre le
groupe traité par aflatoxine B1.

Les résultats montrent une augmentation remarquable des concentrations des TGP et TGO

(hyper-transaminasémie) chez les souris intoxiquée par l’AFB1 par rapport aux lots de souris

témoins (Tableau 13). En comparaison avec le lot témoin, le pourcentage de l’augmentation

est de l’ordre de 135.55% pour TGP et de 33.33% pour TGO.

Tableau13. Bilan hépatique des groupes de souris traités avec les fractions des feuilles de Lycium halimifolium
M (500mg/kg) par rapport au groupe de souris non traitées.

Paramètres (UI/ml) Témoin L’aflatoxine B1 La fraction ACT La fraction BUT

TGO 111± 54.63 148 ± 23.70 100 ± 27.79 108 ± .9.00

TGP 45 ± 06.78 106 ± 09.56 29 ± 03.88 29 ± 7.49

PAL 127± 14.11 152 ± 10.37 88 ± 10.42 120 ± 10.09

Chaque valeur est représentée en tant que moyen ± SEM.
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Cette augmentation des transaminases pourrait être expliquée par une cytolyse hépatique

comme il a été préconisé par Reynier, (2011).Etant donné que la cytolyse hépatique est l'un

des principaux et premiers signes de l’hépatotoxicité, nous sommes partis du principe que les

taux plasmatiques des transaminases hépatiques TGO et TGP, devraient forcément augmenter

sous l'effet de la toxine B1.Ces résultats sont en accord à ceux de Broska et al, (2003) et

Nemmiche et al., (2007), qui ont signalé une augmentation significative des transaminases

chez les rats intoxiqués au cadmium suite à une atteinte hépatique.

L’AFB1 est une source d’hypertrophie hépatique, ce qui confirme l’hépatotoxicité connue de

cette mycotoxine (Tung et Hamilton, 1973 ; Moreau, 1994 ; Denli et Okan, 2006). Autrement

dit, l’AFB1 va initier une lipoperoxydation, produisant des espèces réactives de l'oxygène

(ROS), tels que l'anion radical superoxyde, le peroxyde d'hydrogène et des hydroperoxydes

lipidiques. Une conséquence de cette activité radicalaire, est la désagrégation des membranes

des hépatocytes dont les enzymes intra-cytoplasmiques entre autres les transaminases

(AST/GOT et ALT/GPT) et la phosphatase alcaline (PAL) vont se déverser dans le milieu

extracellulaire (plasma sanguin), cette fuite qui est associée à une blessure du foie ou/et une

inflammation des hépatocytes, entraînant une élévation significative des marqueurs sériques

enzymatiques constatée dans le groupe intoxiqué par B1 (Halliwell, 1999 ; Cheng , 2011).

En effet, il est important de signaler que peu de travaux sont réalisés sur les feuilles de Lycium

halimifolium Mill, la majorité des travaux ont été faits sur le baie de goji (fruit) (Luqet al.,

2004 ; BoKang, 2011).

En comparaison avec les témoins, l’analyse des résultats montre également une augmentation

importante de l'activité PAL chez les souris intoxiquées par l’AFB1 avec un taux de 19.68%

(figure 45). Cette augmentation peut êtreexpliquée par un dysfonctionnement biliaire (atteinte

hépatique choléstatique) probablement causé par l’AFB1.

D’après Millanet al., (2005),l’augmentation de taux de l’activité PAL est un signe d’atteinte

des voie biliaires observé au cours des hépatites, des cholestase ou des tumeurs comme elle

peut être un symptôme de diverse maladies de l’os.Dans le cas de syndrome de cholestase (la

diminution ou l'arrêt de la sécrétion de bile par le foie), l’activité de la PAL s’élève, à cause

de l’augmentation de la synthèse de l’enzyme stimulée. Cependant, en pratique,

l’augmentation de l’activité des amino-transférases et de la PAL sont fréquentes dans les

pathologies hépatiques (Lùllmannet al., 1998 ; Marchall et Bangert, 2004). Dans le syndrome

de cholestase primaires, il peut y avoir des lésions hépatocellulaires secondaires et une
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élévation subséquente de l’activité de γ GT à la fois dans un marqueur très sensible mais non

spécifique de pathologie hépatique.

Dans un autre volé, le taux de TGO des animaux traités par les fractions ACT et BUT est

diminué par un taux de32.44%,27.03% respectivement para port au lot intoxiqué par AFB1.

Tandis que le taux de TGP des animaux traités par la fraction ACT et BUT avait une

diminution significative (p≤0.05) égale à35.56% pour les deux fractions. Notons que ces taux

sont inférieur à ceux des TGO et TGP des animaux intoxiqués par AFB1 et proches à ceux du

lot témoin.

En se référant au lot intoxiqué, la concentration de la PAL est diminuée également chez les

souris traitées par ACT avecune diminution significative (p≤0.05) égale à 42.11%,et une

diminution de l’ordre de 21.06% a été remarquée chez le lot traité par BUT. En outre, la

diminution de la PAL après traitement avec fractions testées (ACT, BUT) de feuilles de

Lyciumhalimifolium Mill indique que ces derniers exercent un effet hepatoprotecteur.

L’effet hépato-protecteur des fractions ACT et BUT est justifié par le taux normal (en

comparant avec le témoin) de la TGP et TGO chez les lots traités par ces fractions. Donc,

l’administration de ces fractions ralentit l’effet de l’aflatoxine B1 et normalise la valeur de ces

enzymes. Il est probable que les composés polyphénoliques (acides phénoliques et

flavonoides) de BUT et ACT préservent le foie de la toxicité provoquée par l’AFB1.

D’après Maitre, (2011) cette propriété de Lycium halimifolium Mill s’explique par sa richesse

en composant chimique tels que des peptides cyclique, un glycoside dérivé du tryptophane,

des alcaloïdes, des acides phénolique et des flavonoïdes (Quercétine-3-O-rutinoside,

Kaempherol-3-O-rutinoside, acide caféique, acide vanillique et d’autres) et les composés

particuliers au Lycium à savoir: les polysaccharides qui sont des glycoprotéines formées par

un hétéroside et conjugué avec une chaine polypeptidique .

SelonXiaqet al., (2012), le Lycium est utilisé pour nourrir le foie et, conséquent, bloque les

dégâts des toxines, en inhibant la peroxydation lipidique des cellules du foie et empêche la

pénétration des toxines en compétition pour les mêmes sites récepteurs sur les membranes

cellulaires.
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4.1.5. Effet des fractions sur les marqueurs du stress oxydative

Dans la présente étude, nous avons investi les marqueurs du stress oxydatif générés par

l’aflatoxine B1 dans les hépatocytes, et étudier l’effet hépatoprotecteur des deux fractions

ACT et BUT des feuilles de Lycium hlimifolium M vis-à-vis de l’hépatotoxicité induite par

l’aflatoxine B1. La figure (42) présente les différentes variations des paramètres du stress

oxydatif.

Figure 42. Effet de AFB1, de la fraction ACT et BUT de Lycium hlimifolium M sur les paramètres de stress
oxydative. (a): sur la production du MDA dans les cellules hépatiques,(b): sur le niveaude GSH dans le foie, (c):
sur la défense enzymatique antioxydante (catalase) dans le cytosol des hépatocytes. Les valeurs sont exprimées
en moyenne ± SEM, (N = 10); * p≤0.05différence significative contre le groupe traité par aflatoxine B1.

Tableau14.Effet des fractions ACT et BUT des feuilles de Lycium halimifolium Mill sur certains marqueurs du
stress oxydatif tissulaire chez les souris atteints de l’hépatotoxicité.

Paraméteres

Lots
Experimentaux

MDA (nmoles /gm
protein)

GSH (mmol/gm tissue) Catalase(UI/mg proteine)

Control 298.06 ± 12.41 13.40 ± 0.52 40.25± 0.55
AFB1 641.01± 18.35 03.87± 0.50 19.20± 0.46
ACT + AFB1 335.03 ± 17.96 09.98± 0.55 36.45± 0.50
BUT + AFB1 321.07 ± 13.11 10.07± 0.60 38.9± 0.70

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SEM, (N = 10).

a b

c
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A partir de la figure42.a, nous pouvons constater que chez les souris traitées par l’AFB1, le

taux de MDA dans les tissus du foie esta augmenté de manière remarquable (115%) par

rapport aulot témoin. En revanche, les souris recevant le traitement par l’ACT et BUT avant le

gavage par aflatoxine B1, ont montré une réduction significative (p≤ 0.05) des taux de MDA

dans les tissus hépatiques par rapport au groupe traité par l’aflatoxine B1. Cette observation

permet de songer que probablement le prétraitement par la fraction butanolique et la fraction

acétate d’éthyle diminuent l’oxydation des lipides chez les souris et normalisent la valeur du

MDA en comparaison au groupe intoxiqué.

La figure42.brévèle une diminution significative (p≤ 0.05) du GSH chez les souris recevant

l’AFB1 par rapport au groupe témoin. Par contre, une augmentation significative (p ≤ 0.05) de

GSH chez les souris recevant l’AFB1 et prétraitées par l’ACT et BUT, par rapport au groupe

intoxiqué.

La figure42.c montre que l’administration de l’AFB1 provoque une diminution de l’activité

de laCAT chez les souris traitées par l’aflatoxineB1 comparées au groupe normal. Par ailleurs,

le prétraitement des animaux par les deux fractions (500 mg/kg), associé avec

l’AFB1(0.7mg/kg), a normalisé la teneur cellulaire de la catalase antioxydant dans

l’hépatocyte.

D’abord, l’aflatoxine B1 est la toxine la plus répandue et cancérigène des aflatoxines et

l'Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer (IARC) a classé AFB1 dans le groupe

1 de cancérigène. Des études épidémiologiques ont également indiqué que les régions qui ont

des niveaux élevé d'aflatoxines sont corrélés avec une forte incidence du cancer du foie

(IARC, 1985 ; 2002).

Les données obtenues dans cette étude montrent que l’aflatoxine B1 induit une importante

augmentation de la peroxydation lipidique dans les tissus du foie, traduite par la production de

malondialdéhyde (MDA) (Tableau 16). D’après Carampin, (2003), le malondialdéhyde est

considéré comme un biomarqueur du stress oxydatif et des dommages cellulaires, et jouer un

rôle important dans la toxicité et la carcinogénicité. Ces résultats confirment et élargissent les

données précédentes qui ont démontré que les aflatoxines induisent une augmentation

significative du MDA in vivo (Sirajudeenet al, 2009 ; Banuet al, 2009).

Nous rappelons que l’AFB1 est responsable des dommages des cellules par deux manières

différentes:  tout d'abord, AFB1 (C17H12O6) métabolisée et activé au niveau du foie par le
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cytochrome P450 en  AFB1-8,9-epoxyde hautement toxique , et forme des adduits

principalement à la position N7 de la guanine et est responsable de ses effets mutagènes et

cancérigènes (Wang et al, 1999).

En second lieu, et en particulier les aflatoxines AFB1 vont initier une lipoperoxydation

(peroxydation lipidique). Ainsi, l’oxydation des acides gras polyinsaturés des

phosphomembranes lipidiques des hépatocytes, produisent des espèces réactives de l'oxygène

(ROS), tels que l'anion radical superoxyde, le peroxyde d'hydrogène et des hydroperoxydes

lipidiques.

En revanche, l’administration préventive de la fraction butanolique et acétate d’éthyle de

Lhalimifolium Mill associés avec l’administration de AFB1, maintient l’équilibre du système

redox intrahépatocytaire. Des études ont montrés que l’ajout des lipopolysaccharides (LP) de

Lycium (glycoprotéines formées par un hétéroside et conjugué avec une chaine

polypeptidique) inhibe l’expression du CYP 450 (2E1) des hépatocytes qui est impliqués dans

le métabolisme de détoxification et donc participe à la prévention du stress oxydatif induit par

la consommation de la Aflatoxine B1 (Gu, 2007;Xiaqet al ; 2012).

Une autre étude a montré que le taux de MDA augmente dans le groupe intoxiqué par l’alcool

alors que le lot intoxiqué et traité par LP de Lycium révèle un taux de MDA normal par

rapport au lot contrôle (Cheng et al; 2011).ces résultats reflètent l’effet protectrice de LP de L

halimifolium Mill sur le stress oxydatif dans le foie, qui est expliqué par le mécanisme

antioxydant.

Les polyphénols tel que l’acide protocatechuique, peuvent retarder l'oxydation des lipides et

servent également de conservateur alimentaire (Chao, 2009).

L'augmentation de la MDA peut être attribuée à l'importante diminution de l’antioxydant non

enzymatique (GSH) dans le foie de souris traité avec aflatoxine B1, cette diminution va

encore aggraver l’effet de la toxicité de ces mycotoxines. Ces résultats sont en accord avec

ceux des études antérieures (Rastogi, 2001 ; El-Agamy, 2010).

Dans la présente étude, les résultats ont révélé une déplétion du GSH hépatique chez les

souris traitées par AFB1. Par contre, la teneur hépatocytaire de GSH est maintenue à son

niveau cellulaire normal quand les souris ont eu un prétraitement par l’ACT et BUT de L

halimifolium Mill (Tableau 16).
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Le glutathion réduit (GSH), est un antioxydant non enzymatique, constitue la première ligne

de défense antiradicalaire (Morin,2009), il joue un rôle essentiel dans la protection des tissus

de l'exposition à l’AFB1 par interaction directe avec les ROS ou en tant que cofacteur pour

désintoxication enzymatique, et la nécrose du foie commence lorsque les réserves de

glutathion sont presque épuisés(Abdel-Wahhab, 2003; 2005). L’épuisement du GSH pourrait

être une conséquence d'une conjugaison avec mycotoxine GSH et / ou attaque continue des

radicaux libres connus pour générer des réactifs intermédiaires qui se lient à GSH (Glaab,

2001). Cela confirme l'hypothèse que le stress oxydatif, qui est toujours associé à la

peroxydation des lipides, est une étape cruciale dans des dommages au foie induite par

aflatoxine B1 (Bedard, 2006).

Grâce à leur pouvoir antiradicalaire, les polyphenols présentent dans les fractions de Lycium

sont en effet capables d’empêcher la chute du GSH en stimulant sa régénération à partir de

GSSG suite à la neutralisation des espèces réactives de l’oxygène (Maitre, 2011).

La réduction de l’activité de la CAT est observée dans le cytosol chez les souris traitées par

l’AFB1,dont, nous avons observé une chute importante (Tableau 16). Ce résultat peut

expliquer une production intensive de H2O2 suite au traitement des souris par l’AFB1. Par

contre, le prétraitement des souris par la fraction butanolique et l’acétate d’éthyle de L

halimifolium Mill atténue complètement ces effets, provoque ainsi un processus de

restauration de la catalase vers une évolution à la normale. Ces résultats confirment les

propriétés antioxydantes des composés phénoliques démontrées dans les travaux de Katalinic,

(2006).

4.1.6. Analyse histologique

L’histologie du foie des souris témoins montre une organisation histologique d’un foie

normal ; le parenchyme hépatique a une architecture lobulaire conservée, travées

hépatocytaires régulières comportant une seule couche d’hépatocytes. Les hépatocytes sont

disposés en travées autour des veines Centro-lobulaires distinct et contiennent un noyau

central rond, bien net et un cytoplasme granuleux et préserve (figure 43).
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Figure 43. Aspect microscopique du foie de lot témoin (G×40).

Concernant l’histopathologie du foie des souris intoxiquéespar l’AFB1, on observe des

lésions de nécrose hépatocytaire, juste à côté des zones nécrosées, il y a des hépatocytes

clarifiées et ballonisées, autres cellules avec noyau pycnotique, binucléation, des œdèmes et

infiltrations des cellules inflammatoires sont parfois présentes (figure44.a), et des lésions

centrolobulaires, accompagnée d’une congestion(figure44.b). Selon Newberne Et Butler,

(1969), la toxicité dépend de l'âge et du sexe dont, les jeunes et les mâles sont plus sensibles

que les femelles, et dans ce cas l’AFB1 provoque une nécrose hépatique au niveau

centrilobulaire. Le foie devient enflé, pâle, friable et hémorragique.

Figure 44.Aspect microscopiques du foie des animaux traités par l’AFB1. (1) : nécrose avec noyau pycnotique

(G×100) ; (2) : binucléation (G×100) ;( 3) : ballonisation avec clarification des hépatocytes (G×100) ;( 4):

œdème , dilatation et congestion vasculaire (G×100) ;( 5) : lésion  centrolobulaire (G×40); (6): Congestion

(G×40).
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L’observation histologique chez les animaux du lot traité avec les fractions de L halimifolium

Mill puis intoxiqué par B1 (figure.45), montre la présence des congestion,  par contre, on note

l’absence de lésionsde nécrose hépatocytaire et une dilatation des espaces portes est présente.

Figure 45.Aspect microscopique du foie des animaux traités par l’ACT(a) et BUT (b) puis intoxiqués par le B1

(G×40).

Par conséquent, les polyphénols présents dans les fractions de L halimifolium Mill qui sont

douées par le pouvoir antiradicalaire sont capables de régler le taux des paramètres du stress

oxydatif. En effet, l’acide protocatechuique est l'un des composants biologiquement actifs de

certaines plantes médicinales, y compris celles utilisées en médecine naturelle caractérisé par

une activité anticancéreuse et antioxydante très élevée (Aliet al, 2005). Cet acide semble avoir

un potentiel chimiopréventif car il inhibe la carcinogenèse chimique et exerce des effets

proapoptotiques et antiprolifératifs dans différents tissus. Le mécanisme de l'action

chimiopréventive de l'acide protocatechuique est principalement associé à l'activité

antioxydante, y compris l'inhibition de la génération ainsi que le balayage des radicaux libres

et l'augmentation des enzymes antioxydantes(Tanaka, 2011). Il a été démontré également que

l'acide protocatechuique a un effet sur les enzymes (cytochrome P-450) impliqués dans la

biotransformation Phase I et II de cancérogènes, et il affecte également l'apoptose pour

éliminer les cellules endommagées et néoplasiques(Szaefer, 2004).

Une autre étude indique que l'acide protocatechuique à des doses de 200-2000 ppm dans le

régime alimentaire a effectivement inhibé le développement de la plupart des cancers, en

particulier du système digestif (Tanaka, 2005).

Un dose administrée de 5 à 10 mg / kg, chez les rats jeunes et âgés pendant 7 jours, l'acide

protocatechique a eu des effets anti-âge. Il a augmenté les activités de GSH-PX et CAT, et a

a b
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diminué le taux de MDA des rats âgés. Ainsi, L'acide protocatechique a été jugé utile sur le

plan thérapeutique pour minimiser les troubles associées à l'âge où les dommages oxydatifs

sont la principale cause (Liu, 2002).

Par ailleurs, Lin et al., (2007) ont montré que la rutine a des effets anticancéreux, elle

induisait l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose dans des cellules de leucémie murine (WEHI-

3) in vitro et in vivo.

Douglas et al, (1998) ont montré que l'addition de la coumarine diminue l'activation de

l'aflatoxine B1 à l'époxyde 8,9, et diminue ainsi leur toxicité.

En conclusion, la fraction butanolique (BUT) et acétate d’éthyle (ACT) des feuilles de Lycium

halimifolium Mill contenant des composés bioactifs, préservent les hépatocytes contre les

lésions oxydantes, et jouent donc un rôle protecteur vis-à-vis du stress oxydatif et des

modifications histopathologiques produites dans le foie par l’aflatoxine B1.



____________________

Conclusion générale

Et perspectives
____________________
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Le présent travaila pour objectif l’étude phytochimique et biologique d’une

plantemédicinale ; le Lycium halimifolium Mill de la famille de Solanaceae, etla détection de

ses effets antimycotoxinogène et antihépatotoxicose. Cette plante estchoisie sur la base de ses

usages traditionnels.

Le premier chapitre de cette thèse, est consacré àl’identification macroscopique,

microscopiqueet moléculaire de la moisissure mycotoxinogène, modèle d’étude, cette

moisissure est isolée spécialement pour cet objectif des arachides produites à Taref. En effet,

l’étude a confirmé que l’isolat est un Aspergillus flavuset son numéro d’accession fourni,

après l’identification moléculaire,est (gi | 146746162 | EF409803.1).

Ledeuxième chapitre, s’inscritdans le but de faire la lumière sur la phytochimie des feuilles de

Lycium halimifolium Mill et l’identification de leurs principes actifs. Pour ce faire, nous avons

préalablement effectué un criblage phytochimique préliminaire de différents groupes de

métabolites primaires et secondaires contenus dans les feuilles. Cette étude a permis de

conclure que les feuilles de la plante investie est riches en ; flavonoïdes,alcaloïdes, saponines,

terpènes etd’autres. La nature des composés chimiques mise en évidence laisse présager des

activités pharmacologiques intéressantes.En effet, la recherche de principes actifs a laissé

conclure en outre, que les fractions ACT et BUT sont les mieux adaptées et les plus riches en

teneurs en polyphénols.Les résultats obtenus dans la présente étude ont révélé que le niveau

de ces composés phénoliques dans les diverses fractions extraites étaient intéressantes.

L’identification chromatographique a permis de cerner plusieurs composés, il s’agitde quatre

acides phénoliques à savoir ; l’acide protocatechique, l’acide gallique, a. ρ coumarique,

l’acide syringiqueet un flavonoïde (la rutine) pour la fraction ACT,alors que la fraction BUT

contient trois acides phénoliques ; l’acide protocatechique, l’acide syringique, et

l’acide.ρcoumarique, et un flavonoïde (la rutine).Il est à signaler que ce travail a permis, pour

la première fois, d’identifier  l’acide protocatechique, l’acide syringique et l’acide gallique

dans les fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill.

Le troisième chapitre est consacré à l’étude de l’activité biologique in vitrodes fractions

précédentes. Le chapitre estrépartien trois parties ; la première fut l’étude de l’activité

antifongique sur A. flavus des deux fractions où, il a été remarqué que les composés des

fractionsà une concentration de 2500µg/ml ont inhibé totalement la croissance mycélienne.
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LaCMI et la CFS de la fraction BUT ont été estimés à 312 µg/ml, alors que la CMI et la CFS

de la fraction ACT étaient de l’ordre de625 µg/ml. De ce fait, il a été conclu que les fractions

ACT et BUT ont un effet antifongique très remarquable sur l’Aspergillus flavus.

Dans la deuxième partie, l’activité antimycotoxinogénèse a été évaluée en utilisant le milieu

de fermentation YES. L’analyse chromatographique a montréune activité antimycotoxinogène

importante, révélée parl’inhibition de la sécrétion de l’aflatoxine B1 par la fraction

BUTestimée à 96,83%, et un pourcentage d’inhibition de 94,99% a été enregistrépar la

fraction ACT. En plus, une forte corrélation a été remarquée entre l’activité

antimycotoxinogénèse et le pourcentage dela réduction de biomasse mycélienne dont le taux

d’inhibition est de56.53±2.74% en présence de la fraction ACT et le taux d’inhibition de

biomasse en présence de la fraction BUTest de 65.22 ± 0.10%.Les deux fractions ACT et

BUT ont été jugées efficaces et capables d’inhiber la synthèse de l’aflatoxine B1 par

l’Aspergillus flavus.

Latroisième partie, quant à elle, a étéconsacrée à l’évaluation de l’activité antioxydante in

vitro des fractions par la méthode de piégeage du radical libre DPPH..Les deux fractions ont

présenté des activités antiradicalaires intéressantes, cependant, la fraction BUT s’avérait plus

actives quela fraction ACT.Les deux fractions sont également soumises à un criblage pour

leur possible activité antibactérienne in vitro contre six souches de bactéries en employant la

méthode de diffusion sur disque. Seulement la fraction BUT était active vis-à-vis E.coli et

S.aureus avec un diamètre de 16 ± 0.05mm et 19 ± 0.02mm respectivement.

Dans le quatrième chapitre, l’étude de l’effet antihépatotoxicose des deux fractions des

feuilles de Lycium halimifolium Mill, a montré que les sourisqui ont subi le traitement par

l’aflatoxine B1 ont connus différents signes de toxicité ; une perte du poids corporelsainsi que

le poids du foie, une augmentationdes paramètres de l’hépatotoxicité TGO,TGP et PAL, une

augmentation de MDA et une diminution des GSH et de la catalase.Alors que, les

souristraitées par les fractions ACT et BUT,conjointement avec l’Aflatoxine B1 ont connu

une amélioration de leurs poids corporels, une normalisation des taux de TGO,TGP, PAL,

uneréduction de MDAet une augmentation de la catalase et de GSH. Sur un autre volet,

l’étude histologique a montré que les fractions butanolique (BUT) et acétate d’éthyle (ACT)

préservent les hépatocytes contre les lésions oxydantes, et jouent donc un rôle protecteur vis-
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à-vis du stress oxydatif et des modifications histopathologiques produites dans le foie par

l’aflatoxine B1.

Aussi, il a été clairement conclu des résultats obtenus que les fractions Butanolique et Acétate

d’éthyle ont un effet protecteur, préventif et curatif vis-à-vis de l’hépato-toxicité par

l’aflatoxine B1. En effet, cette étude ouvre une voie importante dans le domaine de la

prévention des mycotoxine par l’utilisation des principes actifs d’origine végétale

En perspectives, il serait donc intéressant d’approfondir ce travail par :

 La Purification et l’identification de d’autres molécules contenues dans les feuilles de

Lycium halimifolium Mill ;

 La bonne exploitation de ces procédés naturels pour la préservation desaliments

contaminés par les mycotoxines ;

 Il est enfin intéressant d'étudierles mécanismes de l’inhibition par les extraits des

feuilles de la planteLycium halimifolium Mill de la biosynthèse de l'AFB1 par A.

flavus.



Résumé

Le présent travail porte sur l’étude antimycotoxinogénèse et antihépatotoxicose de deux extraits de
feuilles de la plante Lycium halimifolium Mill.

Deux isolats fongiques ont été obtenus à partir des grains d’arachides, et un seul isolat qui présente des
caractéristiques du genre Aspergillus. a été sélectionné.L’identification moléculaire a confirmé que
l’isolat sélectionné est un Aspergillus flavus, avec une similarité de99%, enregistré sous le code
d’accession(gi | 146746162 | EF409803.1), cette souche a servi pour l’étude des effets précédemment
cités.

L’évaluation préliminaire de la composition des feuilles de Lycium halimifolium Mill a permis de
mettre en évidence la présence de plusieurs groupes chimiques en l’occurrence, les flavonoïdes,
alcaloïdes, les terpènes, les saponosides. Cette évaluation a été confirmée par une analyse quantitative.
Les résultats obtenus ont montré que, les deux fractions ACT et BUT des feuilles de Lycium
halimifolium Mill ont présenté des teneurs considérables en polyphénols estimés à 61.66 ± 0.042 et
60.21 ± 0.102 µg EAG/mg PS, respectivement etcelles des flavonoïdes ont montré aussi des valeurs
intéressantes estimées à 25.18 ± 0.014 pour ACT et 17.79 ± 0.015 µg EQ/mg PS pour BUT. En
revanche, des teneurs faibles en tannins ont été obtenus et estimés à 5.872 ± 0.053 (ACT) et7.058 ±
0.013 µg EC/mg PS (BUT).

L’identification chromatographique de la fraction ACT a permis de caractériser quatre acides
phénoliques: l’acide protocatechique (19.29%), l’acide gallique (0.499%), l’acide ρ coumarique
(0.386%), l’acide syringique (0.142%) et un flavonoïde (la rutine) (12.58 %). Alors que la fraction
BUT contient trois acides phénoliques: l’acide protocatechique (20.32%), l’acide syringique (0.236%),
et l’acide ρ coumarique (0.124%), et un flavonoïde (la rutine) (2.098 %). Il a été signalé que le présent
travail a permis pour la première fois de mettre en évidence la présence l’acide protocatechique,
l’acide gallique et l’acide syringique dans les feuilles de Lycium halimifolium Mill.

L’étude de l’activité antifongique, a permis d’estimer la CMI et CFS de la fraction BUT à 312 µg/ml,
et de 625 µg/ml pour la fraction ACT. L’activité antimycotoxinogènése de Lycium halimifolium Milla
révélé une inhibition de la sécrétion de l’aflatoxine B1 par la fraction BUT estimée à 96,83%, et un
pourcentage d’inhibition de 94,99% a été trouvé par la fraction ACT. Cette inhibition a été en
corrélation avec le pourcentage de la réduction de biomasse mycélienne dont le taux d’inhibition de
biomasse est de 56.53 ± 2.74% en présence de la fraction ACT et de 65.22 ± 0.10 %en présence de la
fraction BUT.L’évaluation de l’activité antioxydante des deux fractions a montré que la fraction BUT
était plus active que la fraction ACT. L’activité antibactérienne a révélé que la fraction BUT a un effet
positif vis-à-vis E.coli et S.aureus.

L’étude de l’effet antihépatotoxicose des deux fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill,a
montré que les souris traitées par ACT et BUT ont connus une normalisation des taux de TGO, TGP,
PAL en comparaison avec le témoin, ainsi que la standardisation des paramètres du stress oxydatif.
L’étude histologique a montré que les deux fractions préservent les hépatocytes contre les lésions
oxydantes, et jouent donc un rôle protecteur vis-à-vis du stress oxydatif contre les modifications
histopathologiques produites par l’aflatoxine B1.En conclusion, ce travail est le premier à avoir
démontré l’activité antimycotoxinogénèse et antihépatotoxicose des feuilles de Lycium halimifolium
Mill.

Mots clés : Lycium halimifolium Mill,Aspergillus flavus, Aflatoxine B1, Antimycotoxinogénèse,
Antihépatotoxicose.



Abstract
This work deals with the antimycotoxinogenesis and antihepatotoxicosis study of Lycium
halimifolium Mill.

Two fungal isolates were obtained from the peanut kernels, including a single isolate with
similar characteristics to the genus Aspergillus sp. has been selected. Molecular identification
confirmed that the selected isolate was an Aspergillus flavus registered under accession code
(gi | 146746162 | EF409803.1) with a similarity of 99%.

The preliminary evaluation of the composition of Lycium halimifolium Mill leaves revealed
the presence of several chemical groups, the alkaloids, the terpenes and the saponosides. This
latter was confirmed by a quantitative analysis. The obtained results showed that ACT and
BUT fractions of Lycium halimifolium Mill leaves showed considerable polyphenol contents
estimated at 61.66 ± 0.042 and 60.21 ± 0.102 μg EAG / mg PS, respectively. Whereas, those
of the flavonoids also showed interesting values estimated at 25.18 ± 0.014 for ACT and
17.79 ± 0.015 μg EQ / mg PS for BUT. In contrast, low tannin levels were obtained and
estimated at 5.872 ± 0.053 (ACT) and 7.058 ± 0.013 μg EC / mg PS (BUT).

Chromatographic identification of the ACT fraction allowed to characterize four phenolic
acids: protocatechic acid (19.29%), gallic acid (0.499%), ρ coumaric acid (0.386%), syringic
acid (0.142 %) and a flavonoid (rutin) (12.58%). While the BUT fraction contains three
phenolic acids: protocatechic acid (20.32%), syringic acid (0.236%), and coumaric acid
(0.124%), and a flavonoid (rutin) (2.098%).  It has been reported that protocatechic acid,
gallic acid and syringic acid are identified for the first time in the present work on Lycium
halimifolium Mill leaves.

The antifungal activity allowed to estimate the MIC and CFS of the BUT fraction at 312 μg /
ml and 625 μg / ml for the ACT fraction. The antimycotoxinogenic activity of Lycium
halimifolium Mill showed an inhibition of aflatoxin B1 secreted by the BUT fraction
estimated at 96.83%, and a percentage of inhibition equal to 94.99% was found by the ACT
fraction. This activity was correlated with the percentage of reduction in mycelial biomass
with a biomass inhibition rate of 56.53 ± 2.74% in the presence of ACT fraction and 65.22 ±
0.10% in the presence of BUT fraction. The Evaluation of antioxidant activity of the two
fractions showed that the BUT fraction was more active than ACT fraction. The Antibacterial
activity revealed that the BUT fraction had a positive effect on E. coli and S. aureus.

Finally, the study of the antihepatotoxicity effect of the two fractions of Lycium halimifolium
Mill leaves, showed that the mice treated with ACT and BUT experienced a normalization of
the rates of TGO, TGP, PAL, as well as the standardization of the parameters of the oxidative
stress. The histological study showed that both fractions preserved the hepatocytes against the
oxidative lesions and thus played a protective role against oxidative stress against the
histopathological changes produced by aflatoxin B1. This work is the first to have exhibited
the antimycotoxinogenic activity and antihepatotoxicosis of Lycium halimifolium Mill leaves.

Key words: Lycium halimifolium Mill, Aspergillus flavus, Aflatoxin B1,
Antimycotoxinogenesis, Antihepatotoxicosis.



ملخص

لمستخلصین من أوراق یعلى دراسة النشاط المضاد لإنتاج السموم والنشاط المضاد للتسمم الكبدیتركز ھذا العمل
Lycium halimifoliumنبات Mill.

خصائص مماثلة العزل لھاھذهمنواحدةتم اختیار تم الحصول على اثنین من العزلات الفطریة من حبات الفول السوداني، 
مع نسبة تشابھ تقدر ،Aspergillus flavusأنھا على ، ومن خلال البنیة الجزیئیة تم التأكد .Aspergillus spللجنس

، استخدمت ھذه السلالة في دراسة التأثیرات (.gi|146746162 | EF409803.1)، سجلت برمزالانضمام 99%بـ
.المذكورة سابقا

Lycium.وراق نبات لأكبات الكیمیائیةرالتقییم الأولي للم halimifolium Mتحتوي على العدید من ھابینت أن
ھذا التقییم تم تأكیده كذلك بواسطة . والمتمثلة في الفلافونویدات، القلویدات، التربینات و الصابونیاتالمجموعات الكیمیائیة

L.halimifoliumلأوراق نباتالاثیل والبیوتانولأن مستخلص اسیتاتالنتائج المتحصل علیھا بینت . التحلیل الكمي
Mو0.042 ± 61.66یحتوي على أكبر كمیة من عدیدات الفینول/EAG µg 60.21± 0.102mg ،نسبة مععلى الترتیب

مع mg/EQ µg 17.79 ± 0.015بـوACTمع مستخلص 0.014±25.18لفلافونویدات قدرت  بـ  معتبرة ل
±5.872سجلت اقل كمیة لتنینات بـومن ناحیة أخرى ، BUTمستخلص 0.053EC µg mg/مستخلصمع(ACT) و بـ

mg /EC µg 7.058 ± 0.013مع مستخلص(BUT).

حمض : الدراسة الكروماتوغرافیة بینت أن مستخلص اسیتات الاثیل یحتوي على أربع أحماض فینولیة تتمثل في 
protocatechique(%19.29)حمض ،gallique(%0.499)  حمض،ρ coumarique(%0.386)، حمض

syringique(%0.142) تمثل في  مركبیيفلافونویدومركبrutine في الحین تبین أن مستخلص .(12.58%)بـ
syringique(0.236%)حمض ،protocatechique(%20.32)حمض: متمثلة فيالبیتانول بھ ثلاث أحماض فینولیة 

لأول مرةتم الكشفأفادت دراستنا انھ). 2.098%(بـ )rutine(مركب الفلافونویديو coumarique(%0.124)،حمض
.Lycium halimifolium .Millفي أوراقsyringiqueوحمضgallique، حمضprotocatechiqueعن حمض  

مع 625µg/mlوبـµg/ml 312لمستخلص البیوتانول بـCFSوCMIدراسة النشاط المضاد للفطریات سمح بتحدید قیم 
L.halimifoliumنبات النشاط المضاد لإنتاج السموم لاظھر .مستخلص اسیتات الایثیل M إفراز الافلاتوكسینتثبیط على

B1 من قبل الفطرAspergillus flavus أما مع مستخلص اسیتات الإیثیل96.83بـ قدر البیوتانولمستخلصبواسطة ٪
ھذا النشاط لھ ارتباط مع  انخفاض الكتلة الحیویة للمسیلیوم حیث قدرت نسبة تثبیط نمو . ٪94.99بـ نسبة التثبیطقدرتف

مستخلص وجود في % 0.10 ± 65.22وبنسبة مع مستخلص اسیتات الایثیل2.74% ± 56.53السلالة بـ
لیة عالیة مقارنة بمستخلص الفعالیة المضادة للأكسدة لكلا المستخلصین بینت أن المستخلص البیوتانول یتمیز بفعا.البیوتانول

.S.aureusوE.coliضد السلالتینایجابیةالنشاط ضد البكتیریا كشف أن المستخلص البیوتانول لھ فعالیة . اسیتات الایثیل

Lycium halimifoliumالكبدي لمستخلصي أوراقالمضاد للتسمم في الأخیر بینت دراسة التأثیر Mill الفئران ان
وأیضا ، مقارنة بالشاھدPALو TGO ،TGPمعدل تحسن في قد عرفت البیوتانول واسیتات الاثیل المعالجة بمستخلصي 

حافظت على خلایا الكبد ضد الآفات المستخلصینأظھرت الدراسة النسیجیة أن كلا كما .مقاییس معاییر الأكسدةفي
. B1ضد التغیرات النسیجیة التي تنتجھا الأفلاتوكسین و التأكسدیة، وبالتالي لعبت دورا وقائیا ضد الإجھاد التأكسدي 

يلنشاط المضاد لإنتاج السموم والنشاط المضاد للتسمم الكبدادراسة في عرضھ لھذا العمل یعتبر الأول فإن وكخلاصة، 
Lycium halimifoliumلأوراق  Mill.

Lycium halimifolium: مفتاحیةالكلمات ال Mill،Aspergillus flavus ،1أفلاتوكسینB ، النشاط المضاد لإنتاج

.يالنشاط المضاد للتسمم الكبد،السموم 
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Thème : Etude de l’effet antimycotoxinogène et antihépatotoxicose des extraits d’une
plante utilisée dans la thérapie traditionnelle.

Résumé

Le présent travail porte sur l’étude antimycotoxinogénèse et antihépatotoxicose de deux extraits de feuilles de la
plante Lycium halimifolium Mill.

Deux isolats fongiques ont été obtenus à partir des grains d’arachides, et un seul isolat qui présente des
caractéristiques du genre Aspergillus.a été sélectionné. L’identification moléculaire a confirmé que l’isolat
sélectionné est un Aspergillus flavus, avec une similarité de99%, enregistré sous le code d’accession (gi |
146746162 | EF409803.1), cette souche a servi pour l’étude des effets précédemment cités. L’évaluation
préliminaire de la composition des feuilles de Lycium halimifolium Mill a permis de mettre en évidence la présence
de plusieurs groupes chimiques en l’occurrence, les flavonoïdes, alcaloïdes, les terpènes, les saponosides. Cette
évaluation a été confirmée par une analyse quantitative. Les résultats obtenus ont montré que, les deux fractions
ACT et BUT des feuilles de Lycium halimifolium Mill ont présenté des teneurs considérables en polyphénols
estimés à 61.66 ± 0.042 et 60.21 ± 0.102 µg EAG/mg PS, respectivement et celles des flavonoïdes ont montré aussi
des valeurs intéressantes estimées à 25.18 ± 0.014 pour ACT et 17.79 ± 0.015 µg EQ/mg PS pour BUT. En
revanche, des teneurs faibles en tannins ont été obtenus et estimés à 5.872 ± 0.053 (ACT) et7.058 ± 0.013 µg
EC/mg PS (BUT).L’identification chromatographique de la fraction ACT a permis de caractériser quatre acides
phénoliques: l’acide protocatechique (19.29%), l’acide gallique (0.499%), l’acide ρ coumarique (0.386%), l’acide
syringique (0.142%) et un flavonoïde (la rutine) (12.58 %). Alors que la fraction BUT contient trois acides
phénoliques : l’acide protocatechique (20.32%), l’acide syringique (0.236%), et l’acide ρ coumarique (0.124%), et
un flavonoïde (la rutine) (2.098 %). Il a été signalé que le présent travail a permis pour la première fois de mettre en
évidence la présence  l’acide protocatechique, l’acide gallique et l’acide syringique dans les feuilles de Lycium
halimifolium Mill. L’étude de l’activité antifongique, a permis d’estimer la CMI et CFS de la fraction BUT à 312
µg/ml, et de 625 µg/ml pour la fraction ACT. L’activité antimycotoxinogènése de Lycium halimifolium Mill a
révélé une inhibition de la sécrétion de l’aflatoxine B1 par la fraction BUT estimée à 96,83%, et un pourcentage
d’inhibition de 94,99% a été trouvé par la fraction ACT. Cette inhibition a été en corrélation avec le pourcentage de
la réduction de biomasse mycélienne dont le taux d’inhibition de biomasse est de 56.53 ± 2.74% en présence de la
fraction ACT et de 65.22 ± 0.10 % en présence de la fraction BUT. L’évaluation de l’activité antioxydante des
deux fractions a montré que la fraction BUT était plus active que la fraction ACT. L’activité antibactérienne a
révélé que la fraction BUT a un effet positif vis-à-vis E. coli et S. aureus.

Enfin, l’étude de l’effet antihépatotoxicose des deux fractions des feuilles de Lycium halimifolium Mill, a montré
que les souris traitées par ACT et BUT ont connus une normalisation des taux de TGO, TGP, PAL en comparaison
avec le témoin, ainsi que la standardisation des paramètres du stress oxydatif. L’étude histologique a montré que les
deux fractions préservent les hépatocytes contre les lésions oxydantes, et jouent donc un rôle protecteur vis-à-vis du
stress oxydatif contre les modifications histopathologiques produites par l’aflatoxine B1. En conclusion, ce travail
est le premier à avoir démontré l’activité antimycotoxinogénèse et antihépatotoxicose des feuilles de Lycium
halimifolium Mill.

Mots clés : Lycium halimifolium Mill, Aspergillus flavus, Aflatoxine B1, Antimycotoxinogénèse,
Antihépatotoxicose.
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