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La truffe du désert connue sous le nom vernaeulal Terfess», est un champignon rare de
bizarrerie de la nature qui appartient a la fandisascomycota. Il est récolté, consommeé et utilisé en

ethnomédecine depuis 'antiquité.

Cette étude a pour l'objectif de déterminer laectenen métabolites primaires et secondaires et
d’évaluer l'activité antioxydante, antimicrobiennainsi que le potentiel anti-inflammatoire des
extraits méthanoliques des ascocarpes desséchéaite especes de Truffes récoltées de trois région
différentes du Sud-ouest algérieferfezia boudeiri qui provient de Tabelbala-Béchar montre une
richesse nutritionnelle avec 13,32+0,14% de preti®,8+0,173% de lipides, 6,25+0,11% de sucres
et 7,25+0,55% de minéraux, comparativement aueawspécesirmania nivea et Terfezia claveryi
de Chellala, eTerfezia arenaria de Mecheria. L’estimation quantitative des flaviales, des tanins,
de la vitamine C, des caroténoides et des phéoialsx a montré que les extraits méthanoliques sont
riches en ces composés avec des proportions dife&rentres les quatre espece3.baudieri montre
toujours une prépondérance en polyphénols et énstawec respectivement 53.62+ 0,26 mg EAG/g
et 12,42+ 0,10 mg EQ/g MS. Polrarenaria et T. Claveryi, la premiére présente la plus forte teneur
en flavonoides (19,44 £ 0,30 mg EC/g) et la deuridaplus forte teneur en caroténoides (1,83+0.04
mg/ml). Par contre Tin2 montre la richesse abselnevitamine C par rapport aux autres especes
étudiées. L'évaluation du pouvoir antioxydant partést DPPH et celui de FRAP a indiqué que
I'extrait de T. boudeiri présente une activité antioxydante de 90% a laatmation de 1 mg/ml
contrairement aux autres especes qui montrent etivitéa modérée entre 42,06 et 77,82% a la méme
concentration. Les résultats de l'activité antimiienne des extraits méthanoliques des truffes sur
douze souches bactériennes et deux souches dedewattent en évidence une forte inhibition surtout
contre les bactéries Gram+ avec un diamétre que i 10,33+0,34 a 30+£0,2 mm. En revanche ils
ont une activité modérée vis-a-vis les bactérieents et aucun effet sur les levures. L'évaluatien d
l'activité anti-inflammatoiren vivo des extraits d&. boudieri et T. arenaria montrent une inhibition
de I';edéme de la patte induit par la carragénimz tés rats Wistar avec un taux moyen de 80 %.De
plus une augmentation Iégére de la CRPr et unendiion du taux de I'albumine sérique par rapport a
I'état initial, ainsi une diminution remarquablesdkeucocytes, des hématies et des plaquettes par
rapport au lot traité avec du Nacl 0,9%.La diff@eentre ces valeurs et les valeurs obtenus pdr-I'a
inflammatoire de référence est statistiquementsignificative. En définitive, les truffes peuverted

recommandées pour leurs vertus nutritionnelleBéapeutiques importants.

Mots clés : truffes, Tirmania, Terfezia, principes nutritionnels, activité antioxydantegtiwté

antimicrobienne, rat Wistar, activité anti-inflaratoire.



The desert truffle known as the vernacular “El €ssf is a rare fungus of oddity of nature
that belongs to the family of ascomycota. It was/ésted, consumed and used in ethnomedicine

since antiquity.

The purpose of this study was to determine theecardf primary and secondary metabolites
and to evaluate the antioxidant, antimicrobial \aistiand the anti-inflammatory potential of
methanol extracts of dried ascocarps from four fleudpecies harvested from three Regions of
south-western AlgeriaTerfezia boudeiri from Tabelbala Béchar showed a nutritional ricnes
with 13.32 £+ 0.14% of proteins, 5.8 £ 0.173% ofdg 6.25 + 0.11% of sugars and 7.25 + 0.55 %
of minerals, compared to other speciégmania nivea and Terfezia claveryi from Chelala, and
Terfezia arenaria from Mecheria. The quantitative estimation of @awids, tannins, vitamin C,
carotenoids and total phenols showed that the melicaextracts were rich in these compounds
with different proportions between the four specigbere T. boudieri always showed a
preponderance polyphenols and tannins with 53.62& mg EAG / g and 12.42 £ 0.10 mg EQ /
g respectively. Fofl. arenaria and T. Claveryi, the first have the highest level of flavonoids
(19.44 + 0.30 mg EC / g) and the second the higlesst in carotenoids (1.83 £ 0.04 mg / ml).
Evaluation of antioxidant potency by the DPPH afiAP tests indicated that thie boudeiri
extract had an antioxidant activity of 90% at theneentration of 1 mg/ml, unlike the other
species which showed moderate activity between64ar@l 77,82% at the same concentration.
The results of the antimicrobial activity of metlbaextracts of truffles on twelve bacterial strains
and two strains of yeasts showed a strong inhibigepecially against Gram+ bacteria with a
diameter which varies from 10,33+0,34 to 30+0,2 n@n.the other hand, they have a moderate
activity with respect to the other bacteria andefilect on the yeasts. Evaluation of the in vivo
anti-inflammatory activity of the extracts ®f boudieri andT. arenaria showed an inhibition of
carrageenan-induced paw edema in Wistar rats witlaverage rate of 80%. Of more a light
increase of the CRPr and a decrease of the rateeaferum albumin compared with the initial
state, so a remarkable decrease of the leukocttesred blood corpuscles and the plaques
compared with lot treated with the Nacl 0,9 %. Tdierence between these values and the
values obtained by the reference anti-inflammagtggnt is statistically insignificant. Ultimately,
truffles can be recommended for their nutritionad andeniable therapeutic benefits.

Key words: truffles, Tirmania, Terfezia, nutritional principles, antioxidant activity.
Antimicrobial activity, Wistar rat, anti-inflammaty activity.
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Abréviation

Signification

2,2’- azinobis-3-ethyl benzothiazoline

ABTS' .
6- sulfonique
ADN Acide désoxyribonucléique
AINS anti-inflammatoires non stéroidiens
AOAC association of analytical communitie$
ATCC American type culture collection
BHA butylhydroxyanisole.
BSk Climat sec Steppique/semi aride froigl
BWh Climat chaud désertique/aride froid
BWKk Climat sec désertique/aride froid
CRP protéine C réactive
DCPIP dichlorophénol-indophénol
DPPH 2, 2- diphenyl-1- picrylhydrazyl.
EAG équivalent acide gallique
EDTA Acide éthylénediamine tétraaceétique
ERO especes réactives de I'oxygene
Eucast European Committee on Antimicrobigl
Susceptibility Testing
FNS numération sanguine
FRAP Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter
LOX LipOXygénase
MAPK Mitogen-activated protein kinases
MCP monocyte chemo attractant
MRSA Staphylococcus aureus methicillin
resistant
MS matiére séche
National Committee for Clinical
NCCLS Laboratory Standards
NF-xB nuclear factor-kappa B
NO’ monoxyde d’azote




0" I'ion superoxyde
OH groupe hydroxyle.
OMS Organisation Mondiale de la Santé
ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
P(t) patte traitée
pH potentiel hydrogéene
Pl pourcentage d’inhibition
PNF procédure normalisée de fonctionnemgent
PNN polynucléaires neutrophiles
PT protéines totales
ROO’ le radical peroxyl
ROS especes reactives oxygenees.
RS Résidu sec
S2 Site 2
SAB sérumalbumine bovine
Ta3 Terfezia arenaria
Tbhl Terfezia boudieri
Tc2 Terfezia claveryi
Tin2 Tirmania nivea
TNFa facteur de nécrose tumorale
TRAP Total Radic?jlgl;;a:rp])gzg? Antioxidant
UFC unité formant colonie
UV-Vis ultraviolet-visible
Les unités de mesures
% pour cent.
Ce. Degrés Celsius.




nm Nanometre
mm Milimétre
cm Centimétre
Km Kilométre
ng Microgramme
Mg Milligramme
g Gramme
Kg kilogramme
mi Mililitre
min minute
h Heure
kDa kilodalton
Kj kilojoule

m/v

Masse/volume
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Les truffes de désert, appelées localement « He3®rou Al-Kamaa », sont des
champignons hypogés, sauvages, comestibles, sasgnmutritifs et d'une grande
importance socio-economique. Ces champignons swgerhent rencontrés au tour de la
méditerranée (Turquie, Italie et 'Espagne), audnde I'Afrique (Algérie, Maroc, Tunisie et
Lybie) mais aussi dans le moyen orient (Arabie daeuKoweit, Iraq, Iran, Liban, Syrie, et
Jordanie). Les habitants de ces dernieres régmmsless plus consommateurs de truffes ceci
pour leur propriétés médicinales et organolepticuiesi que pour leur richesse en protéines
(20-27%), en fibres (7-13%), en lipides (3-7.5%), acide ascorbique (2-5%), et en sels
minéraux(Al-Delaimy.,1977 ;Bokhary edl., 1987 ;Murcia etl.,2002 ; Pegler., 2002; Diez et
al., 2002; Janakat &l ., 2004 ; Gouzi eal., 2011 ; Wanget Marcone., 2011).

Le terme«truffes de désert»est principalement utilisé pour décrire des espéias
genresTerfezia et Tirmania, mais également des espéeces moins connues telegjgenres
Picoa, Mattirolomyces et Loculotuber. Les truffes de désert sont un type d'ascomycetes
obligatoires hypogés qui forment des associatiatsngycorhiziennes symbiotiques avec les
racines de quelques plantes de la famille des ¢&ataen particuligdelianthemum spp {.
sessilifiorum et H. guttatum) et Cistus. Les truffes absorbent I'azote et les sels minépaur
les transporter vers la plante h{#é-Laith., 2010; Loizides eal., 2012).

Les truffes du désert ont une grande valeur écamagnipar rapport aux autres
champignons vue leur cout le plus élevé. Les tsufipparaissent généralement dans les
déserts algériens apres la saison des pluieslestreois de Février et Avril ainsi que dans de
nombreux pays(Wang et Marcone., 2011; Gouzi e#l., 2011 )Ces champignons sont
considérés comme l'un des produits alimentaireswgsrdepuis I'antiquité pour leur valeur
nutritive ainsi que leur gout trés agréable par garaison avec celui de la viande et le
poisson. Outre leur importance nutritionnelle,rlamome et leur saveur unique, les truffes
possedent également des activités biologiques siigetels que I'activité antivirale, activité
antimicrobienne, effet hépatoprotécteur, effet rmotagéne ainsi que des activités anti-
inflammatoires et antioxydante@dannan etal., 1989 ; Dabbour et Takruri., 2002a et
b ;Neggaz., 2010 ; Gouzi ei., 2011 ; 2013 ; Wangt Marcone., 2011)La composition
chimique et les activités biologiques des truffélgeriennes n’ont pas été bien étudiées par
rapport aux truffes des autres pdlnfawy., 2001 ; Ali., 2006 ; Al-Alawi., 2009 ;Bei et
al.,2011 ; Wang et Marcone., 2011).

)



C’est dans cette optique que nous avons orientée noavail pour valoriser les
différentes especes de truffes du désert qui appadnt a diverses régions de I'ouest
Algérien. Cette valorisation englobe deux aspetdsdétermination de leur composition en
métabolites primaires et secondaires et la misévatence de leurs effets thérapeutiques tels

gue les effets antioxydant, antimicrobien et arftammatoire.

Cette these a été organisée en difféerents chapiéesvant les étapes successives de

cette recherche.

Le premier chapitre concerne un rappel bibliograpéi sur les truffes et leur
importance.

Le deuxieme chapitre décrit les procédures expétiates mises en ceuvre dans cette
étude.

Le troisieme chapitre est consacré a une discussmésultats expérimentaux obtenus
du dosage des métabolites primaires et des métbaskcondaires ainsi que des principales
activités biologiques des extraits de truffes.

Finalement, une récapitulation succincte des résudtinsi que des perspectives ouvrant
la voie a des études ultérieures sur les trufféseggoupée dans la derniere partie de ce

chapitre.




I. Généralités sur les Terfess :

I.1.Historique

Truffes du sable ou truffes du désert étaient ceandégustées set valorisées comme
une denrée précieuse depuis l'antiquité. Ou ellast $ortement appréciées et étaient
régulierement importées de Libye, Lesbos et Cartiageny., 2003 ; Loizides at., 201])

L'histoire de ce champignon mystérieux débute egptegen 2589 av. J.-C. On
raconte que Kheops aimait a servir des truffesd@légations qui venaient I'honorer et gu'il
divertissait les ambassadeurs étrangers en lemmogant des plats a base de truffe, |l
s’agissait alors de truffe du désdrafyss., 1959 ; Pagnol., 1973epuis son apparition dans
les textes y compris sacrés, dans les poésiesiégyutes champignons sont décrient comme
suit : « Sans feuilles, sans embryons, sans fleurs : ereotale fruit; comme une nourriture,
comme un fortifiant, comme un médicament : la eoéagntiere est précieuse(El Enshasy
etal.,2013. Elles ont été probablement consommées par ledgtams indigenes riches de
I’Afrique du nord, et du moyen orient dés la prébile et que I'on n'a permis a aucun citoyen
normal de consommer cette nourriture précieuseptamiers enregistrements sur ce fruit de
sable ont été détectés sur des inscriptions nétéBennes, des périodes 1728-1531J.C, et se
sont les Grecs qui étaient les premiers a considgre la reproduction des truffes s’effectue
par des sporesslick., 1927

Au IVeme siécle, Théophraste s'intéresse aux nsoas de la vie de la truffe de
désert et en découvre l'essentiel. Il la classmiplas végétaux et non parmi les minéraux. |l
affirme aussi que, pour naitre, la truffe a best@rsemences, de pluie en été, et en automne
et de coups de tonnerrdgkerman etal., 1975 ; Gandeboeuf., 199¢e mythe qui se
perpétue étonnamment jusqu'a ce jour chez les béxddu Sahara d’ou leur nom « fruit de
tonnerre ».

Avant l'islam, plusieurs poetes arabes ont estintala liaison étroite qui existait

entre les Terfess et certaines plantes d’héliantsefibeche., 2008

en plus plusieurs auteur ont rapportés qlimanne, la manne» évoquée dans le

Coran (Aliment que Allah a offert aux Israéliensgst que I'un des genres derfess ;

B
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Tirmania sp; Le verset (160) de Sourat EL A’RAfNous les couvrimes de I'ombre du
nuage, et fimes descendre sur eux la manne edilssc « manger des bonnes choses que
nous vous avons attribuées » et ce n’est pas Nolis gnt fait du tort, mais c’est a eux-
mémes qu'’ils en faisaieént

Le genreTerfeziaa été crée parulasne& Tulasne(1851), et rassemblait toutes les
truffes d’Afriques sous le vocable derfezia Leonis.

En 1892, Chatindécrit plusieurs espéeces et variétésTeefezia il créa le genre
Tirmania(Fortas., 199D

Patoullard(1901) signala la présence en Tunisie des espéces dezTsmblables a
celles rencontrées en Egypte et en Asie Mineure.

En 1906 Maire a décrit une nouvelle espece trouvée en AlgEnmania pinoyi En
1971, Imai a décrit trois espéces somtrmania nivea, Terfezia arenari@t Terfezia
terfazoide(Splivallo et Bonfante., 2006

I.2. Classification botanique et nomenclature

Les caractéristiques morphologiques de truffes cerdanforme, la taille et le diamétre
peuvent varier d'une espéce a une autre. Pouittang d'autres caractéristiques communes
gu'une majeure partie d'entre eux les partades.taxonomie des Terfess est basée
essentiellement sur les caractéristiques du Pémidaspect ; couleur), sur celles des spores
(nombre, forme ; ornementation), et sur des camrestéomplémentaires : forme ou taille des
corps fructiferes, coloration de la Gléba, dispositdes veines, odeur, habitat(\oir
'annexe 0J) (Trappe, 1971 ; Trappe, 1979

Il faut juste noter que Les Terfess ne sont pasridfes du genr&@uber européennes
(les vraies truffesfjChatin., 189). Le mot arabe "Terfess" et le mot frangais "Telfdnt une
méme origine. lls proviennent tous deux de "Tabarhiom dans le langage sumeérien qui
signifiait " champignon souterrain ‘Chatin., 1892b ; Burdsall., 1968 ; Malencon., 1973
Trappe., 1979

SelonTrappe(1979, Terfeziaet Tirmania appartiennent aux familléBerfeziaceaet
Pezizaceagrespectivement, dans 'ordre des Pezizales.

La famille desTerfeziaceaest actuellement formée par les (07) genr@mylascus
Trappe ;DelastriaTul et Tul ;HydnobolitesTul et Tul ;Mukagomycedul et Tul ;Picoa
Vitt. ; TerfeziaTu .et Tul ;Tirmania.Tul et Tul .

)
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Le genreTerfeziaregroupe douze (12) espéceberfezia clavery{Chatin), Terfezia
spinosa (Hark), Terfezia longii  (Gilkey), Terfezia  arenaria (Moris)
Terfezialeptoderma Tul, Terfezia giganté@anai), Terfezia boudier{Chatin), Terfezia pfleilii
(Henn), Terfezia austroafricandMarasas et TrappeJerfezia terfeziiode@Moris), Terfezia

erimita (Malencon) eflerfezia terfezioide@viat.) (Trappe 197)L

Le genreTirmania est représenté par deux (02) espedesmania nivea Desf)

Trappe Tirmania pinoyi(Maire) Malencon

Le genrePicoainclut trois (03) especesPicoa lefebvrei Picoa carthusianaPicoa

juniperi.

La Figure n°1 abrége la position des Terfess dans la classditales Ascomycetes
selonTrappe(1979 et Delmas(1989

[.2.1. Noms vernaculaires des truffes de désert ddgférents pays

Le nom botaniqu&erfeziavient du mot Terfez ou Terfess, appellations desre ces
champignons hypogés en Algérie et dans les paydlatghreb. En Algérie on trouve des
dénominations diverses selon les espéces, telsBgnboureche, Terfess lakhal, Terfess
Lahmar, et DjoubarBouchareb.,1994 ; khabar &t,2001 ; Honrubia e&l., 2003 ; Morte et
al., 2009

Le terme arabe classique des truffesitdiciCoran «Al-Kama’'a » signifie couvert ou
caché, tandis que le termeé\k-Faga’a » réfere au craquellement du sol lors de gonflémen

des ascocarpes des Truff@®khary., 198y

Le tableau n°1résume les différentes nominations des truffedé&sert des différents

pays.
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Embranchement ;

Septomycota

.
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Figure 1 : Position des Terfezes dans la classification des

Ascomycetes (Trappe, 1979 ef Delmas, 1959).
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Tableau 01: Les différentes nominations des truffes de déies différents pays du monde.

Pays

Noms

Références

Arabie Saoudite

Al-Kamah en général, Elfag’a, .
Kame, El-chamae, Kholassi,
Al-Souda.Alkamae Alb-bunia,
Zubaydi . Al-Baidah . bidat El-

Bokhary, 1987

Bokhary et Parvez, 1988
El-sheikh et Trappe, 1990
Hussain et Al-Ruquaie, 1999

-

Picoa. respectivement)

ardh,
B ¥lrlcrmng, AI-F.ag B Bt Mandeel et Al-LAith,2007
- Ober
Fagga , Ikhlassi . Zubaidi,
Koweit (Tertezia. Tirmania) Feener,2003
[ - Faga altouyour. Heberi, Mandeel et AL-laith,2007
Hobber(Picoa)
y 2
Oﬁ' n Faquah,Zubaydi Feeney,2003
E.‘.l Kamaa, Kima ou Chima Feaney 2004
—
Svri Kamaa, Kamé, Bint el Ardh( la Feeney,2003
gt’ fille de la terre). ou bint Al-Raad Bawadikji,2004
— ( la fille du tonnerre)
Terfess ahmar . Terfess abiyadh,
Tunisie Zouber( Terfezia. Tirmania,

Slama et al, 2004

Maroc

Terfess, Terfess blanc de
Tafilet.(Tirmania)
Terfess rouge de
Tafilet(T erfezia claveryi)
Terfess rose de Mamora

Khabar et al, 2001
Khabar, 2002

Tirfas. kama

¢6l tritf. Doliman

Berbere
Iran / Afghanistan Hud Haloubi, 1988
— P lida
=
. - ] Desert truffle . Boudier’s
Amériguc, I;Ir‘x"(:anglophones) Truffle. Kalahari Truffle
mahs
France
il Truffe de désert
Hall et al 1994
Tartufo giallo (Terfezia)
Italie / Esgagne Tartufo delle sabbie (Tirmania)
1 & Trufa
Turma de tierra,
Chine Songlu shamo
Japon i
PS Toryufu sabaku
Corée b Sie i
vat  E songlo beoseos samag ite
0, KB Site 02
Russie Tryufel' pustynya
|
Turquie
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[.3. Physiologie des truffes
[.3.1. Anatomie structurale et fonctionnelle des wffes de désert

Les truffes de désert possedent des fructificatsangerraines appelées ascocarpes ou
ascomes qui présentent la forme sexuée de ce ofpaompices derniers sont constitués d’'une
gléba (Chair) c’est la partie centrale de textspongieuse a solide, présente des ilots fertiles
arrondis en forme de nodules séparés par des vsiégles dessinant un réseau contenant
dans les poches fertiles des petits sacs appejé@ssagui renfermement de quatre, six ou huit
ascospores par asq(danex-Favre «il.,1988.

La gléba est protégé par une enveloppe rigide éppBEridium Kigure 02) qui
assure la protection de gléba contre la dessiecatitui donne une excellente résistance a la
sécheresseC@llot etal., 1999 ; Ricard edl., 2003.

Figure 02: 'ascocarpe d@erfezia boudierj a) aspect macroscopiqua), vue microscopique
des asqueg ) vue microscopique des ascospqighé anonymes thodifié par Boufeldja 2006

Ces ascocarpes peuvent varier considérablememipanemce, leurs corps fructiferes

peuvent étre de forme arrondie ou irréguliere | dépond de la dureté du sol. lors de leur

K
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collecte du sol, ils sont couverts de sable masque leur vraie couleur, cette derniere \

du blancfaune, au brun trés foncé jusqu’a r(Trappe etl., 2009 (Tableau 0z).

Leur poids varie généralement de 30 a . /ascocarpeaganZur et Roth-Bejerano.,
2008 et méme parfois plus de 1k(Hussain et Al-Ruquaie., 1999g§lel., 2003 comme
pour Tirmania niveade I’Arabie Saoudit¢ de 7kg et de Bécharde 3kg (Figure 02 ; Figure

04)

Figure 02 : Truffe de dése géantelTirmania niveade 7Kg(anonyme :Hafr Al-
Batine,Arabie Saoudite 31/01/2016)

Figure 04 : Truffe de dése géanteTirmania niveade 3Kd Bécha-Algérie, cliché
Redouane Tabhri, 2014)
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Tableau 02 :les caractéristiques macro- et microscopiquegelreTirmaniaet
Terfezia(Trappe.,1979)

caractéristiques distinctives Tirmania Terfezia
F1- Morphologie de I'ascocarpgq
1-1- Forme Subglobuleuse a turbinée ou lobée | Subglobuleuse a turbinée ou irrégulierd
1-2-Diamétre =14 cm 2al10cm
1-3- Configuration de Lisse, glabre, ridée, ou craquelée Lisse , glabre
la surface ’
1-4- Clouleur externe Blanc, Jaune-brun Rouge-brun | jaune-brunatre i brun, ou brun i noir
foncé
1-5- Structure de la Gléba Solides comportant un Solide comportant un réseau de
réseau de veines stériles veines stériles de couleur jaunatre a
blanc. délimitant les nodules | brunatre , délimitant les nodules
fertiles fertiles.
2- Péridium
2-1- Présence ou non Présence Présence
2-2 Cuticule externe Hyphes entrelacées ou Hyphes entrelacées ou mélées
paralléles a des cellules isodiamétriaues.
3- Asques
3-1 Forme Ellipsoide En sac ou globuleuse
3-2 Nombre de spores/ 8 (-3)5 -8
asque 2 maturité
3-3 Arrangement des Irréguliérement groupées Irréguliérement groupées
spores dans I’asque
3-4 Réaction iodée avec le Bleu (amyloide) Jaune a rouge (non
réactif de Melzer amyloide)
3-5 Arrangement des Indéhiscents. répartis au | Indéhiscents, répartis au
asques hasard dans les tissus. hasard dans les tissus.
4- Forme Spores
4-1 Ornementation a Lisse ou si elles sont| Avec des épines, papilles
maturité (les spores de | rugueuses, elles sont | libres ou incluses dans un
toutes les espéces sont incluses dans une épispore | mucilage ou avec un réseau.
lisses a I’état jeune). lisse et hyaline.
4-2 Couleur maturité (les
spores immatures de Hyaline Jaune-pale a brune
tous sont hyalines).
5- Habitat Désertiques Désertiques
6- Plantes associées Hélianthéme Hélianthéme
7- Nombre d’espéces 2 12
8- Répartition Ouest de I’ Asie Sud de I’Amerique du Nord
éographique . -
geograpiia Afrique du Nord Ameérique du sud
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Outre la présence des ascocarpes qui présentegtti@ comestible et reproductive de
ce champignon, ce champignon a une autre particcomestible c’est partie végétative qui
est tres discrete. elle est constituée de: mywélide mycorhizes et de stromas, ces
différentes formes sont reliées de fagcon complexeceelles et avec le systeme racinaire
(Ricard., 2003

» Mycélium :

Désigne I'ensemble des filaments, appelés Hyphesfilmments mycéliens s’organisent
pour constituer des structures plus complexes gdsbpar la truffe ; mycorhize ; stroma et
ascocarpeRicard., 2003

» Stroma:

ces filaments mycéliens peuvent s’agglomérer eotgeldenses qualifies de stroma, ces
stroma sont des faux tissus, formés par la soudesefilaments qui sont en contact direct
avec les cellules de I'écorce des raciri@isdrd., 2003

» Mycorhize :

Est un organe mixte formé par l'association syndpet entre un champignon
filamenteux et les racines d’'une plante verte sdaquel chacun prends des avantages de
l'autre : la plante fournit au champignon de prtglphotosynthétiques comme des sucres, et
le champignon facilite et amplifie I'absorptionsdgels minéraux et de I'eau par les racines
de cette plante. I'union plante-champignon, faw®ie croissance des deux partenaires, elle
permet aussi la fructification du champign&@iullu., 1991 ; Smith et Read, 1997 ; Duhoux et
Nichole, 2004.

Ces champignons hypogés de désert forment deus tgpemycorhizes avec les
racines des plantes: des ectomychorizes ou le dgampfabrique des filaments (mycélium)
qui enveloppent les racines de la plante en formmanmnhanchon autour d’elles, et les hyphes
forment un réseau pénétrant dans le cortex (rédeadartig) sans pour autant pénétrer a
I'intérieur des cellulesGutiérrez efal., 2003; Roth-Bejerano etl., 1990; Dexheimer el,.
1985, d'autre part des endomychorizes dont les hyphesnis@Ent I'intérieur des cellules
corticales en repoussant le plasmalemme sans é@itefrompre pour y former des pelotons
cependant le champignon ne franchit jamais I'endodegAwameh., 1981; Geetal., 1994 ;
Gay etal., 1994 ; Kagan-Zur el., 1999 ; Slama «l., 2010 ; Gutiérrez «dl., 2003.

Il arrive que ces deux types soient présents enertémps sur une racine, on parle

alors d’ectendomycorhizefifure 05)

B
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§ pelotons

-

) sporocyste rempl
de spores

hyphes externes

Mantean

Endamycorhizes a pelotons
des Ericaceae et
halianthemes

Figure 05: Principaux types de mycorhizes des truffes de tésprésentés par une coupe
transversale et coupe longitudinale d’une ra¢ihd.e talon, 1985 modifiée par Boufeldja
W. 2019

'étude de l'organisation ultrastructurale des nmizes d’'une plante du genre
héliantheme, montre quierfezia arenaria,Terfezia claveryi, et Tirmaniagyi forment sur
la méme plante hote en fonction du substrat deuryltsoit des ectomycorhizes avec un
réseau Hartig bien différencie mais sans manteawgidoe sur un substrat riche en
phosphore, soit des ectoendomycorhizes , égalesaestmanteau dans des terres carencées
(Chevalier etal .,1984 ; Dexheimer dl., 1985 ; Fortas et Chevalier., 1988 ; Roth-Bejerano
etal., 1990 ; Fortas et Chevalier., 1992a)

D’aprés Gutierrez etal 2003 I'endomycorhize est établie entHelianthemum sp,
Trefezia claveryi et Picoa lefebverei Selon Zitoui, 201Q le caractére ecto ou
endomycorhizien des Terfess est contr6lé par lgéepaire végétal et non pas par le

champignorn(Figure 06; Figure 07).

14
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Racine non myeorhizée
Photogr phie de Danie! Bouchard INRASSANGY

Figure 06:Mycorization;a) Racine non mycorhizée d@uercus cerrish) mycorhizatiorde
Quercus cerris avec Tuber uncinatybaniel Bouchard2007)

T
5 W

Figure 07 : Mycorization ;a) Ectomycorhize d&irmania nivea, b) hyphes d&irmania nivea
X400( (Bradai.,2014)

|.3.2.Plantes hobtes

Tous les Terfezes sont des champignons mycorhizemsne nous avant mentionné
dans le titre précédant. Elles s'associent avepldaeses Annuelles ou pérennes qui sont des
herbacées ou arbustives de la famille des Cistacéts famille regroupe 8 genres et environ
180 espeéces, certains espéces appartenant auHgmethemurui signifie en grec fleur
du soleil, qui sont frequemment associées a cdesefAwameh efal.,1980 ; Awameh,1981
; Alsheikh et Trappe 1983a ; Raynaud,1985 ; Moreral., 2000 ; Morenet al, 2002 ; Diez
et al, 2002 ; Kovac®t al, 2011 ; Roth-Bejeranet al, 20149. Ces petits arbustes sont des
indices de repérage des sols a Terfess, leursapesca maturité soulévent et craquélent le

sol sous-jacentHortas, 199p (Figure 08; Figure 09).
15 I
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Figure 08 : Mycorhization des Truffeavec la méme plante hélianthe(Dessiné par
Boufeldja Wahiba 2037

Figure 09: Existence dél. lipii et le craguelement du sol sableux indique la pEsdes
ascocarpes de truffe de déseTirmania nived
(Photo prise par Boufeld a Chellala 02/2015)

B
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En Algérie les Terfess s’associe Bldlianthemumgcomme [H. lippi, H. guttatum
H.aegyptiacum. H.salicifolium, et H.hirturfFortas et Chevalier, 1992b ; Bradai, 2006 ;
Aibeche, 2008 ; Bissati & Bradai, 2009 ; Zitounil®p

Ces champignons peuvent également s’associdniagenninuma des cistegJjstus
albidus Cistus saliviaefoliusCistus monspeliengisas des fumanaFurmana procumbens et
Fumana hispidulg (Sanchez-Gomez at.,201])

Par ailleurs, divers travaux ont montré que Lagmés des Terfez a été aussi signalée
au voisinage des céréales (orge, blé, mais), dessacomme le pin d’Alep, de différentes
plantes hotes teBlantago albicangt Artemisia herba albgBelkheir., 1991 ; Tadja., 1996 ;
Loumani., 1999 ; Fakiri et Seddiki., 2003

SelonDiez etal., (2002) des échantillons d€irmania pinoyiet deTerfezia boudieri
d’Algérie forment des associations mycorhiziennescaHelianthemum guttatumet

Helianthemum salicifoliugrespectivemer(Figure 10).

Figure 1C : Quelques espéces du genre Helianthemum :
[a] Helianthemum lipi{Bradai., 2007]b]Helianthemum guttatum|c] Helianthemunhirtum,[d]
Helianthemum violaceuije] Helianthemum salicifoliurff] Helianthemumalmeriensesite 03
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1.3.3.Cycle de développement des truffes
Le cycle biologique des Terfess est particulierassez complexe. Comme tout

champignon, la truffe n'as pas de fonction chlosdidmne ; elle est donc contrainte pour
vivre de se rattacher a une autre vie, c’est lalgison partenairé&K@gan-Zur etl., 2008.

Le cycle de vie de la truffe a été un mystere dejas civilisations antiques. Encore
aujourd’'hui, certains processus exacts comme laigation spontanée des spores de truffe
restent inconnus, mais nous pouvons néanmoinsnaffique les cycles ou phases exactes de

sa reproduction sont peu connus et restent hypgtiest || convient donc de les exposer ici :

» La truffe nait dans le sol en été, se développauwtomne et murit au cours

des premiers froids d'I'hiver pour étre récoltéepeimtemps Eigurell)

» Le cycle commence par une disparition des ascospaes d’autres sites, soit
par des vents de sable, des pluies, ou par destéss@.iodés adultes) et des animaux
(chéevre, lievres, chameaux..) qui sont attirés Padeur intense de ce champignon
(Fortas.,1990 ; Kagan-Zur.,1998 ; KovacslgR007) (Figurell)

» La germination d’'un certain nombre de spores, @uingra naissance a des
myceéliums homocaryiotiques (reproduction végéegdtigui s’étendant dans le sol et
infectent les radicelles en établissant des mygesghien induisant des changements
morphologiques a la racine. pour gu’il y ait ungrogluction sexuée, il faut qu’un
mycélium primaire rencontre un autre mycélium pimgoour former un mycélium
secondaire hétérocaryotique celui-ci entre en obmteec les racines de la plante héte, en
donnant naissance a de nouvelles mycorhizes. Liéssfahaleurs de juillet et I'orage
d’Aolt et de Septembre (apport d’eau) ; stimulentycle biologique de ces truffes a
condition que la quantité d’eau et de chaleur gadptimales Bouchareb., 1994 Taylor
etal., 1995 ; Khabar &tl., 2001 ; Bradai.,200G§Figurell)

» L’ensemble des hyphes mycéliens évoluent globate vers I'édification d’'un
organisme a frontde croissance circulaire, avec le temps débutdodmation des
primordiums (plotons)

» Au début de I'hiverchaque peloton évoluera en Terfess et devient eaoir
printemps, s'il n'est pas récolté au bon momergsdbcarpe se décompose, et les asques

liberent les spores pour qu'ils recommencent ldecygc nouveayDjedid., 2004 ; Bradai.,

2006)
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1.3.3.1.L’effet des parametres édaphiques et climajues

Pour la naissance de ce champignon mystérieux, ytde cbiologique exige
I'interdépendance de trois éléments que sontolldesclimat et la plante héte.

Le sol est un facteur édaphique capital, ses aaisiitjues physicochimiques
exercent une action prépondérante sur la croissdacees truffes de désert. D’aprés les
recherches déortas, 1990 ; Fortas et Chevalier, 1992b ; Brad@6 ; Zitouni, 2007 et
Aibeche, 2008 les truffes algériennes se développent dansaledégerement alcalins avec
un pH qui varie entre 7,85 et 8,57 ; sablonneugaiad, bien aérés et légers permettant une
meilleure circulation des éléments minéraux, redatient pauvres en matiere organique,
riches en magnésium, bien pourvus en potassiug@tm, et pauvres en phosphore.

Au Kuwait, les Terfess affectionnent des sols ggpseux, soit graveleux-gypseux
salés Halwagy et Halwagy, 1974a ; Halwagy et Halwagy,4l97d autres especes de truffes
on été récoltées sur des sols acides en Sarddighe) (Moreno etal., 1986 ; Janex-Favre et
al.,1988)

Sur le plan climatique, la production et I'abondandes corps fructiféres sont
fortement liées a l'intensité et a la distributisaisonniére des précipitationd&wameh et
Alsheikh, 1979b ; Alsheikh et Trappe, 1983b ; Ka@am, 1998 ; Fortas, 2004 ; Bradshaw,
2005.

Les Terfez algériennes se développent dans dess zarides, semi-arides et
sahariennes, les pluies orageuses de fin d'étéltitdd’automne ; les pluies d’Octobre,
Novembre ainsi que celles de Mars assurent uneebpnoduction des Terfess, avec des
précipitations de I'ordre de 40 a 60 mm durant s’Octobre et Novembre , et de 5 a 15
mm au mois de Mars , suivie d’'une période de sésiser en Avril Bouchareb., 1994 ;
Tadja., 1996 ;Fortas., 20p4les premiéres favorisent la germination des gzues et le
développement mycélien, celles du printemps astueeformation et la maturation des
ascocarpesHeeny., 200¥, sans oublier la température qui joue un rélpdrtant dans la
production de ce champignon ,des températures die ¥c sont convenableBdkhary.,
1987 ; Hussain et Al-Ruquaie., 1999

o)
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L’apparition des Terfess a été quelque peu retacdéalerniéres années en Algeérie,
du fait des perturbations des conditions climatigee pluviométriques qu'ont connues les
régions des hauts plateaux et du Sud algérer§’il pleut beaucoup entre juillet et
novembre, alors il y aura beaucoup de truffes aasser au printemps. S'il pleut tard, disons
a la fin de I'année, seulement, alors les quantitésTerfess seront petites avec un godt peu

délicieux ! Tout dépend de la pluviométriea récolte de truffes a connu un pic sans

précédent, durant la période des inondations qolancies Bechar, el Bayadh et Méchéria en
2008 et 2009, la production avait alors atteinslanmum et le produit était cédé a 50 DA le
kilogramme !! » : Affirme Bekkar , 55 ans, ramasseur nomade dé&3grl Tababla—Béchar.

[.3.4.Habitas et répartitions géographiques des Téess
1.3.4. 1. Répartition et diversité au niveau mondia

Les truffes de désert sont bien distribuées audouglobe. L’aire de prédilection de
ces champignons se situe essentiellement sur Iggoowles zones arides , semi-arides et
sahariennes du Bassin méditerranéen (Europe et isfaghet au Moyen-Orient :Iraq , le
Kowelt, le Sahara du Golf et I'Arabie Saoudit€pétin., 1892aAwameh et Alsheikh.,1980
Alsheikh et Trappe, 1983blrappe , 1990 ; Zhang, 1992 ; Bokhary et Parve2bi®agan-
Zur.,1998 ;Khabar, 2002 Roth-Bejerano eal., 2004; Bouziani etl., 2006 ; Zaretesky et
al., 2006 ; Laessoe et Hansen, 200Ammarellou et Saremi, 2008 ; Kagan-Zur et Roth-
Bejerano, 2008 Morte etal., 2008; Ferdman eal., 2009 (Figure 12; Figure 13).

Elles se retrouvent aussi dans d’autres régionmalde comme : la HongrieKifay
et Bratsk., 199® la Yougoslavie l[(awrynowicz etal., 1997, la Chine Zhang., 199, le
Désert du Kalaharilaman Rasas et Trappe., 1973appe, 1990Feldman etal., 2005,
I'Australie Francis et Bouger., 2002; Lebel et Castellano.,}9Rridge etal.,2014,et en
I'Amérique du Nord, Asie, et la Nouvelle-Zélandegppe et Castellano., 1991; Izzoabt
2005; Laessge et Hansen., 2007; Spivallo.,200@gdenti etl.,2008
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Known distribution - countries
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1.3.4.2. Répartition et diversité en Algérie

En Algérie, ces Terfess se développent dans :

- Les régions arides et saharienne®échar (Knadssa, Taghit, Tebelbala,
Abadla, Beni Abbes) Tindouf, Biskra, Boussaada, r@&ia, Laghouat, Timimoun, Ouargla,
Touggourt, Tamanrassedddat, 1994 ; Bradai, 200@-igure 14a, b, 9.

- Les régions semi-aridesNaama, Mécheria, Biyoudh, Elkesdir, Ain benkhlil,
Assla, Tiaret, Saida, Djelfa, EL-Bayadh, El-KheitElemcen, Sidi Bel Abbes, Telagh, Batna
(Fortas, 1990 ; Aibéche, 2008 ; Zitouni, 20M&npnymes 6)Figure 14 b).

[.4.Composition chimique et valeur nutritionnelle ces truffes

Il ya que peu des études exhaustives de la cotipost de la valeur nutritionnelle
de truffes de désert ont été effectué dans les @agdles sont consommeées et appréciées. Ce
champignon présente une proportion moyenne deepadinestible de 76% a celui des
légumes, ce taux, sensiblement égal a celui dertame de terreGhellal., 199%. Il apparait
aussi que la matiere séche représente environ @0 péids .Dont elle est composée de 20-
27 % de protéineskK@gan-Zur et Roth Bejerano.,2008t contient des acides aminés
indispensables a ’lhomme ( lysine, thréonine, leecphénylalanine, tryptophane, isoleucine,
méthionine et valine){ussein et Al-Ruquaie.,1999; Wang et Marcone.,2®@Hiel., 201p

Morte etal., 2008 indiquent que 250g de Terfez représenteraient 23% de la
consommation journaliere recommandée en protéiideytains auteurs rapportent que leur
teneur en protéines et en acide aminées seraitarabip a celle des protéines animales ce
qui expliquerait leur consommation par les bédogmmme substituant de la viand&rawi
et Aldin., 1979 ; Janakat et Nassar., 2010 ;Akyed.€2012

En plus ces truffes contiennent de 3 & 7,5% de osewlipidiques y compris les
acides gras non saturés aussi bien que saturds;&1% d’hydrate de carbone, et 7,13% de
fibres brutes, en plus elles renferment des quentitlevés en acide ascorbique (2-5%)
(Bokhary etal., 1989 ; Bokhary et Parvez., 1993 ; Murciak{2003

B
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Figure 14:-a) vue générale de la répartition des truffes enéAdgb) Répartition du Terfez dans
I'Ouest algérielfFortas., 2004);) Répartition et la densité des Terfez dans le Sahahdord-est
algérien(Bradai efal., 2013)[Redessiné par Boufeldja Wahiba., 2014]

Wang et Marcone., 20Ithontrent que les ascocarpes frais de ces truffieseninent
78 a 81% d'eau. Par ailleurs, les Terfess contiendes quantités considérables en sels
minéraux tels que le phosphore, le potassium, déusg le calcium et le fer. et aussi en
vitamines .Cependant , cette valeur nutritive vagkon I'espéece, I'age, la région, le type de
sol et les facteurs climatiques\hmed-Ashour etal.,, 1981 ; Sagri., 1989 ; Bokhary et
al.,1989 ; Bokhary et Perfez.,1993; Dabbour et Takr2€i02; Murcia eal.,2003.

Les travaux deShavit et Shavit, 2014 assurent que les truffes du désert ne
contiennent aucun composeé toxique. De nombreux oeéwpvolatiles sont présents dans les
truffes et sont responsables d’odeurs particuliéreses par ces dernieres, comme la truffe
blancheTirmania qui possede des aromes fortement alliaGzIdt etal., 1999 dus a des
caryophyllénes, des aldéhydes, cétones, esteasealcéthers..Omer etal., 1994 ; Chellal,
1995 ; Chellal et Lukasova, 1995 ; Neggaz, 201ib;Bellahouel et Fortas, 20} {Tableau
03)
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Tableau 03:Identification des composés volatils majeurs de®earpes déirmania
nivea(Omer et al.,1994)eTirmania pinoyj et deTerfezia boudier{Chellal,1995),
analyses par CGMS et exprimés en pourcentage jpaontaa I'extrait volatil total

(Dib., 2012)
Genre et espece de terfez | Composés volatils Pourcentage (%)
Tirmania nivea (Egypte) 7-octan 4-ol 5.22
Benzoacétonitrile 1.41
Acide tetradécanoique 0.67
Acide pentadécanoique 0.27
Acide hexadécanoique 49.11
Acide 11,14-eicosadiénoique 18.8
Acide octadécanoique 18.8
Eicosane 0.87
Heneicosane 0.55
Pentacosane 0.51
Tirmania pinoyi (Algérie) Acide butyrique 11.0
Isovaléraldéhyde 0.7
4-hydroxy, 4-méthyl-2-pentanone | 4.0
Acide valérique 11.0
Hexanoate de méthyle 10.0
2,5-diméthyl pyrazine 0.5
Triméthyl pyrazine 0.9
Phényléthanal 0.3
4,7-diméthyloctal-6, diéne-4ol 0.5
3-éthyl-2,5-diméthyl pyrazine 2.5
Phényléthanol 38.0
Acétate de phénéthyle 1.0
2-éthyl3,5 6triméthylpyrazine 0.9
Acide phénylacétique 1.0
Acide octanoique 0.8
N-2-phényl éthyl acétamide 1.3
4-nonly phénol 1.2
Acide décanoique 0.8
Acide laurique 5.0
Acide myristique 3.0
Terfezia boudieri (Algérie) Isovaléraldéhyde 24
Valéraldéhyde 4.8
4-hydroxy, 4-méthyl-2-pentanone | 7.0
Acide valérique 6.2
Hexanoate de méthyle 4.8
Nonane 1.8
Acide hexanoigue 3.8
Décane 24
1,8 cinéole 4.2
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| .4.1.Modes de cuisson des truffes

Réputées pour sa saveur inégalable dans l'artaitdimu Sud de I'Algérie, les truffes
peuvent étre consommeées de différents maniéress ow cuites, assaisonnées ou non, seules
ou mélangées a d’autres aliments. Les populatienMdila et de Ghardaia préparent les
Terfess en sauce blanche ou en sauce rouge enrpanant parfois des morceaux de viande.
Elles les consomment surtout épluchés, cuits audbassaisonnés de sel ou bouillis a I'eau

en présence de séldrizons., 201%

Les gens de Naama, Mécheria, Ain-Sefra, Al-BayetdBéchar; ils les consomment
sous forme de Reffssa a Dhan « sauté de cham@ignobeure », ou ils les utilisent pour
garnir des couscous, des Tadjines ou des pizzawnéerte ce champignon est également
utilisée comme condiment traditionnel, aprés awi# découpée en rondelles salées et
séchées au soleil. Ce condiment se conserverait plasieurs années, pour les plats locaux a
base de pates, notamment pendant le mois de Ram@dbare 15 Selon Loumani, 199&

mode de cuisson adopté est celui au four et Braprésence de sel de table.

Figure 15: I'art culinaire des Terfess
a) etb) : Tadjines de Terfeganonyme 3)¢) Refssa de Terfegsliché Boufeldja),
d) salade chaude de Terfédamonyme 4g) mode de cuisson des truffes chez les
saoudienganonyme 5).
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|.5.Production, récolte et commercialisation des trffes de désert

Les populations des wilayas des hauts plateauxiatgies, au cours de la période de
printemps profitent de la douceur printaniére paunasser cette truffe au parfum enchanteur,
c’est comme un rituel précieux pour eux et ilsratent impatiemment chaque année cette
période pour faire sa cueillette. En outre, mémer p@ Sahara occidental la recherche de
truffe représente une tradition annuelle qui estdmise d’une génération a une autferoir
une truffe entre les mains c’est comme si on pa#sét joyau rare que I'on conserve
jalousement et que I'on est fier d’exhibedisent en chceur de jeunes gens rencontrés sur un
terrain de récolte a Naama. Ces ramasseurs pantodes centaines de kilometres a sa
recherche. Une fois les truffes repérées, ilssatilt la méthode dite “a la marque”, le sol est
souvent gonflé et fendillé en surface au pied deldate h6te. Certains ramasseurs utilisent
de simples outils comme des couteaux et des b@munsla déterrerAwameh et Alsheikh,
1979a; Janex-Favre at, 1988 ; Ewaze et Al-Naama, 1989 ; Mandeel et AHL&2007.

Divers essais ont été entrepris avec succes pagsigasgnols, les tunisiens, et les
saoudiens pour la création des Terfeziculturgbgnaqa.,2006 ; Morte al., 2008 ; Morte
etal., 2009 ; Slama «tl.,2010

Morte etal., 2008ont obtenu des corps fructiféres Derfezia claveryR3 mois aprées
la plantation .Cette période a été réduite a 1Zrapies une gestion agricole adéqyisiterte
et al., 2009). La recherche de nouvelles techniques de gestion telees pourraient

probablement améliorer la production de ces chanapi@Diouf etal.,2011)

Le Terfess faisait I'objet d'un important commerg&me a I'antiquité, les Grecs et les
Romains I'importaient d'Afrique et le faisaient wedlans des jarres serties remplies de sable
(Feeny, 200R Les marchés de fruits et légumes des villes algshplateaux algériennes,
connaissent a la période du printemps une ambjgartieuliere avec l'apparition des Terfess.
Ces champignons hypogés sont vendus a des prialpmdables. Ou méme parfois des prix
intouchables affichés varient de 3000 jusqu'a ZD D& le kilogramme, selon l'espéce
(blanche ou noire), le calibre et la région de ltette (Figure 16).

Malheureusement la commercialisation des truff@esanicune réglementation, elle a

toujours fait I'objet de fraude. Les truffes soatigent transportées par milliers de tonnes et
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exportées illégalement vers les pays du Moyen-®menvers I'Europe. Du coup, tout le
monde court derriére la truffe algérienne, tregrest en raison de sa trés bonne qualité. Au
premier jour de la cueillette, leur prix a dépassé4 000 DA/Kg. La truffe algérienne fait le
bonheur des grands restaurants francais et dedpayslife Gofiane Abi, 201p

Figure 16 : Marché algérien des Terfesa);Marché de Elkheiter-Saidd) Marché de
Naama(Prise de vue personnelle, Boufeldja.W, 2014).
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[I.1. Activité antioxydante

Ces dernieres années, l'intérét porté aux antioxgdaaturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérahterdes recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pourdieton, I'identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substantteslies a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires et méme des champgfiMoreno S, 2002 ; Marc et., 2004 ;
Huang efl., 2005 ; Popovici eal., 2009.

Les Terfess possedent une activité antioxydantenégigeable et primordiale pour
la conservation des aliments puisqu’elle inhibexyaation des lipides qui peuvent modifier
les qualités organoleptiques de ce champigratleau 04. Selon les travaux ddurcia et
al.,(2002 , les meilleurs inhibiteurs de I'oxydation lipgie des aliments sont les extraits des
truffes ; Terfezia claveryi et Picoa juniperi qui sont de tres bons conservateurs et des
antioxydants alimentaires dont I'efficacité est gpamable a celles de produits couramment
utilisés en industrie alimentaire comme le tocoph@ 307), le BHA (E-320), et le Galatte
de propyle (E-310). Méme aprés des traitements sinéls des truffes (traitements
thermiques, refroidissement et mise en boites dearoe) leur activité ne change pas.

I1.1.1.Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déiégel entre la génération des
especes réactives de I'oxygene et la capacité ighs @oneutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs Boyd etal., 2003.

L’oxygene est indispensable aux processus vitauxotamment a la respiration
cellulaire. Toutefois, le métabolisme de I'oxygéreut générer des éléments réactifs appelés
radicaux libres, notamment I'ion superoxyde;{(Qet I'ion hydroxyle (OH) (Koechlin-
Ramonatxo., 2006 Ces espéces réactives de I'oxygene sont pradphgsiologiguement,
certaines contribuant d’ailleurs a la régulationfdections biologiques, et participent a la
réponse au stress, notamment d’origine infectiditennebelle etal., 2004, mais leur
production excessive entraine des dommages suN;A&s protéines cellulaires essentielles
et les lipides membranaires (peroxydation lipidiqueuvant aller jusqu’a la mort cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo., 2006

Le stress oxydatif est impliqué dans de tres nousda® pathologiesF{gure 17)

comme facteur déclenchant ou associé a des cotipfisafavier., 2003 Il peut étre
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associer a l'athérosclérose, I'asthme, l'arthrite,cataractogénese, I'hyperoxie, I'hépatite,
l'attaque cardiaque, les vasospasmes, les traumedjsles accidents vasculaires cérébraux,
les pigments d’age, les dermatites, les dommagéds htine, les parodontites et les cancers
(Cohenet al., 2000; Packer et Weber., 2001

Dans les conditions dites « physiologiques »,dlyn équilibre entre la production de
radicaux libres et les mécanismes endogenes dasdsfeantioxydantes. Ces mécanismes
impliquent principalement des enzymes spécifiqueapgroxyde dismutase, catalase,
gluthation peroxydase), ainsi que des moléculesaaintalaires « scavengers » :(3-caroténe
et vitamines antioxydantes A, C, E) qui piegentréeicaux libresAfonso etal., 2007).

Cependant, certaines conditions s’accompagnentediuaduction accrue de dérivés
instables d’oxygene : métabolisme des sucres ats abel I'effort physique, métabolisme
graisses, réponse immunitaire notamment vis-a-@ssigfections microbiennes, exposition a
des rayonnements, pollution, tabagisme... Paad]ales études épidémiologiques indiquent

que les niveaux de défenses antioxydantes diminaeat I'age Koechlin-Ramonatxo.,

2006.

Gastro-intestinale (Eil Peau Coeur
- Hépatite . Cataractogénése . Dermatites . Attaque du coeur
-Dommage hépatique . Dommage rétinal . Pigments d’age

Nt/

Dents «— Espéces réactives oxygénées —» Articulations

. Parodontite / l l \ . Arthrite

Vaisseaux Défaillance multiorgane  Cerveau Poumons
. Athérosclérose . Cancer . Traumatisme . Asthme

, Vasospasmes . Accident vasculaire . Hyperoxie
cérébrale

Figure 17 : Les pathologies associées aux espéeces réactiygéries
(Leeet al., 2004).
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[1.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute moléqdsesédant un ou plusieurs électrons
non appariésJacques et André., 2004&ette molécule est tres instable et réagie espant
avec d’autres composants, essayant de capturectiéh nécessaire pour acquérir la stabilite,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radice ldttaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attagdevient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela., 1995

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressaet trouvent les espéces réactives
de I'oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres dgrivent de la molécule d’oxygéne, par
addition d’'un électron. Les principales espéecestides de I'oxygéne incluant le radical
hydroxyl (OH), le radical superoxyde ) et sa forme protonnée (HQ le radical peroxyl
(ROO) le monoxyde d'azote (NO), et les espéces non radicalaires dont la texiegt
importante tels que le peroxyde d’hydrogened}), le peroxynitrite (ONOO) et I'oxygéne
singulier (1Q) (Gutteridge, 1993 ; Jacques et André, 2004 ; &lali, 2010.

[1.1.3.Les antioxydants des truffes

Un antioxydant est défini comme toute substancental@ capacité de retarder,
prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’'une ma&cible Boyd etal., 2003 ; Halliwell
et Gutteridge., 2007 ; Tang et Halliwell., 201Des antioxydants qui sont présents dans les
truffes du désert sont non seulement utiles pandudstrie alimentaire, mais également pour
la santé humainéTableau 04). lls seraient donc d'un grand intérét pharmacologigt
thérapeutique pour la protection contre les dommaggdatifs causés par les radicaux libres
(Al-Laith., 2010.

11.1.3.1.Les polyphénols
Les polyphénols, des produits du métabolisme sesmdes végétaux regroupent un

vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divesgese dizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun: la présence kamsstructure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’'un memvariable de fonctions hydroxyles
(Tapieroet al., 2009.

Les composés phénoliques (acides phénoliques nphiflavonoides) forment le groupe
le plus important Beta et al., 2009. Les acides phénoliques (acide chlorogéniquesiqad,
protocatéchique, vanillique, férulique, sinapigtigalique) contenus dans un certain nombre de

)




Il. Les principales activités biologiques des traff 1

plantes médicinalesHgle., 2003; Psotové& al., 2003 sont considérés aussi comme des
antioxydants Kigure 18). lls agissent de différentes facons soit parteféavenger directe, soit
par chélation de métaux de transition, soit paibitibn de l'activité de certaines enzymes
responsables de la production de ROS comme lairantixydaseHalliwell., 1994 ; Bossokpi.,
2003 ; Macheix eal., 2005.

11.1.3.2.Les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terrflavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange, cependant d'autres auteurs sugpiogue le terme flavonoide a été plutot
prété du flavus ; (flavus = jaune). Les flavonoidatété désignés sous le nom de vitamine P,
en raison de leur efficacité a normaliser la pebiliéd des vaisseaux sanguins, cette
dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit ppepmque ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle ggamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoiddsijveldt etal., 2001 ; De Rijke eal., 2006 (Figure 18)

[1.1.3.3.Les tannins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a hads paooléculairefigure 18) . Les
tanins sont des molécules fortement hydroxylégeevent former des complexes insolubles
lorsqu'ils sont associés aux glucides, aux proséateux enzymes digestives, réduisant ainsi
la digestibilité des alimentsS¢albert, 1991 ; Alkurd edl., 2009. lls peuvent étre liés a la
cellulose et aux nombreux éléments minéradagerman et Butler, 1981 ; Cowan, 19@9)
on distingue les tanins hydrolysables et conde(&gler, 1998 ; Bruneton, 1999

11.1.3.4. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du granthos, fleur et Kuanos, bleu violet) sont des molécules
faisant partie de la famille des flavonoides etatégs d'absorber la lumiére visible. Ce sont
des pigments qui colorent les plantes en bleu, epagauve, rose ou orangRiljéreau-
Gayon, 1968; Brouillard, 1986 ; Guignard, 1996eur présence dans les plantes est donc
détectable a I'eeil nu. A l'origine de la couleus dieurs, des fruits et des bais rouges ou
bleues, elles sont généralement localisées dangt@sles des cellules épidermiques, qui

sont de véritables poches remplies d'é¢arljone etl., 1993 (Figure 18)

[1.1.3.5.Les caroténoides

Les caroténoides tels queflearoténe constituent une vaste famille de compqgsiés
sont généralement des bons capteurs de radicauwXyles et peroxyles ce qui les rend

susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydéipatique. En outre, les caroténoides ont un

B
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réle spécifique de capter I'oxygene singulep, 12 qui leur permet d'exercer une protection
vis-a-vis des dommages induits par les rayonswittiets de la lumiére solaire. L'ensemble

de ces propriétés antioxydantes permet d'expliqgrepartie, les bénéfices apportés par les
régimes alimentaires basés sur une consommatidruie de légumes, de thé et d'autres

produits végétaux3ardes-Albertt al., 2003.

Elmastas etl., (2007)a rapporté que le contenu moyen de b-carotenduséeeprs
champignons sauvages comestibles s'est étendwde 30 mg/100 g, tandis gBarros et
al., (2007)a repéré une gamme de 188 a 297 mg/100 g de arzonp

11.1.3.6. Les vitamines

Les champignons sont ainsi une source intéressintgtamines, en particulier de
vitamine B nécessaire au fonctionnement neuro-niaiselet au bon état de la peau. lls font
également partie des rares aliments qui sont unecesdamportante de vitamine Ddan-
Claude Secondé& Jacques Mandor]2014.

La vitamine E est le principal antioxydant dans leembranes des cellules, en
particulier celles des mitochondriebréber et Atkinson, 20Q7Elle agit directement sur une
grande variété de ROS pour former un radical peaatifé(Margaritis et al., 2003 ; Lyn
Patrick, 200%.

La vitamine A (rétinoides) est présente dans liesesits d’origine animale (lait, foie,
jaune d'ceuf), alors que les provitamines A (bétatéme, lutéines, lycopenes,...) se
rencontrent dans de nombreux fruits et légumeddta-carotene est le principal précurseur
de la vitamine A Clarkson et Thompson, 2000 ; Fisher-Wellman et Bleg 2009. En
exces, la vitamine A pourrait agir comme pro-oxydaet favoriser I'oxydation de I’ADN
(Van Helderet al., 2009.

La vitamine C joue un rble de prévention de I'oxyola dans le plasma et les fluides
extracellulaires, dont elle est considérée commgue important antioxydan@olman et
al., 1999 ; Blokhineet al., 2003. Elle agit directement sur les ROS et indirectenpar son
action de régénération de la vitamine E et du GSardés-Albertt al., 2003 ; Sayrest al.,
2005.
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Il. Les principales activités biologiques des traff 1

Tableau 0<: Composés antioxydants de quelques variétés dedrdé désert

Espéce de Terfess

Teneurs en substances de métabolisme
secondaire, vitamines

Références

Tirmania nivea
d’Arabie saoudite

5,1mg/100g MS de vitamine C

Sawaya et al,2005

Terfezia claveryi
d’Arabie Saoudite

1,8mg/100g MS de vitamine C

Hashem & Al-
Obaid 1996
Sawaya et al,2006

Terfezia boudieri
de Tunisie

108.35 mg/g polyphénols, 95.12mg/g
flavonoides 18.79mg/g tannins (extrait éthel
pétrole)
105mg/g .polyphenols 70.2mg/g 6flavonoid
17.81mg/g tannins (extrait acétate éthyle
159.67mg/g polyphénols, 96.18mg/g
flavonoides 11.01mg/g tannins (extrait

méthanolique)
12,20mg/100g MS acide ascorbique
Caroténoides 1,43 mg/100gMS
Anthocyanes 35,4mg/100gMS

Hamza et al.,2013

Tirmania nivea
de:

Arabie Saoudite

2206 mg/100g polyphénols, 306 mg/100g
flavonoides 405g/100g caroténoides,
10,3mg/100g vitamine C, 23,6mg/100g

anthocyanes

Maroc

1445mg/100g polyphénols, 257mg/100g
flavonoides, 6759/100g caroténoides,
5,9mg/100g vitamine C, 15,1mg/100g
anthocyanes

ran

1600mg/100g polyphénols, 326 mg/100g
flavonoides 1051g/100g caroténoides,
10,9mg/100g vitamine C, 4,5mg/100g
anthocyanes

Bahrein

2206mg/100g polyphénols, 290 mg/100g
flavonoides ,594 g/100g
caroténoides,11,4mg/100g vitamine C,
4,7mg/1000g anthocyanes

AL-Laith.,2010
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[1.2. Autres activités biologiques des truffes

Les Terfess sont utilisées en médecine traditideneéépuis plus de 2000 ans, en plus
les Grecs et les Romains et les anciens Arab&tgient a la truffe des vertus thérapeutiques
et aphrodisiaques ; traitement de la faiblesse vdenissements, de la goutte et pour aider a
la cicatrisation des plaies et des blessures, m@&ngrand médecin arabe Avicenne la
recommandaient aux malades sans qu’il y ait detsefféfastes pour les consommate#ts (
Rahmah., 2001 ; Hadk al., 2008, Shavit., 2008

Les extraits aqueux des Terfess étaient utilisésMayen-Orient (Iraq, Arabie
Saoudite et 'Est de Jordanie) pour traiter desdtidns oculaires et des infections cutanées
dd a des bactérieglju-Rabia, 1983 ; Chellal, 1995 ; Chel&lLukasova, 1995 ; Dennouni,
1996 ; Mohamed-Benkada, 1999 ; Janadtal., 2004, Janakagt al.,2005 ; Fortas., 2004 ;
Mandeelet Al-Laith, 2007 ; Neggaz, 2010 ; Mandaville, 2Q1les rhumes, les affections
respiratoires, I'arthrite ou méme le rhumatisielpato et al., 2013

Les Terfess sont caractérisées aussi par de nomlereymes qui ont été isolés,
purifiés et caractérisés comme l'estérase, la ligérase, la phosphatase alcaline et la
Tyrosinase. Ces enzymes jouent différents rélassqeé le développement de 'autonomie de
nutrition de l'ascocarpe indépendamment de sa @ladte, la catalyse, I'oxydation des
phénols, la synthese de mélanine de I'ascocarpproi@ction des parois des spores et la
défense contre les pathogénéerez etal., 2001 ; 2004 ; 2005a ; 2005b ; Navarroakt
2009 , en plus ces champignons constituent d’autrasseks des composés phytochimiques
qui ont le grand réle dans la prévention et letéraent de plusieurs maladies comme le
cancer, le vieillissement et l'inflammatiofgddiget Danial, 2012 ; Janakat Nassar, 2010 ;
Krvrak, 2014 ; Mekawey, 2014a ; Mekawey, 2015 ; Dah etal., 201§.

Actuellement une société italienneafla Skincare Ingtitute, située pres de Génes,
vient d’annoncer lors d’'un salon londonien, la mssg le marché de nouveaux soins du
visage visant a ralentir le vieillissement cutam@écg aux propriétés anti-rides fabriqués a

base de truffe noire et de truffe blanchaqnyme Y.

)



1. Prospection, identrication, et analyses des a@lites primaires et secondalires des truries reees -v

.1 .Prospection et récolte des Truffes

Des tournées de prospections ont été effectuéesvaau des sites a Terfess

situés dans les zones arides et semi-arides d’i@lgka récolte est effectuée de Janvier a
Avril 2015 sur trois régions différentes ; Tabetbdll), Chellala (2), et Mécheria (3);

localisées respectivement dans les wilayas de BéehBayadh et Naamarigure 19).

Nous avons a cet effet suivi les orientations stdenseils des nhomades de chaque

[r—
sk ;

Lz

1 Fibelta b (T Wl
| dats B

it A

Figure 19: Présentation et coordonnées géographiques dess&yi

Terfess prospectées

région en plus des observations des surfaces dgusaont souvent gonflées et fendillées.
Aussi la forte dominance du gertielianthemunmocalement appelé&egig ou El Gassissst
un bon indicateur de la présence de ces champidiagbor etal., 1995 ; Bradai edl., 2013,

Bradai etal., 2019. Les étapes de la récolte manuelles sont résudagesla-igure 20.

4C|
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Figure 20 :les étapes de la cueillette des Terf@décheria., 201p

1. I'observation des surfaces du sol, qui sont g@¥let craquelées et qui sont associé avec leteghéliantheme
2. creuser le sol pour apercevoir la truff@- 4. Epargner les couches de sol bien comme il fauir gue le mycélium reconstitue d'autres truffesdenées

suivantes, sans altérer la truffe elle-méntela truffe est extraite du sol a I'aide d’un piolegtallique -.67. Les truffes marron foncée récoltées a la régien d

E

Mécheria en Janvier 2015.
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I.2 .Localisation et caractéristiques des régions Berfess prospectéees

% Reégion 01 : Tabelbala

La région est située dans la wilaya de Bécharésituenviron 145 km au sud-ouest de
Béni-Abbés et a 400 km au sud de Béchar. De faitcommune de Tabelbala est
complétement enclavée et se trouve enfermée estre gtandes étendues sableuses que sont
les Ergs Erraoui et ElI Atchane. Elle est caraatérigar un climat hyperaride de type BWh
selon la classification climatique de Kdppen etgeeiavec une pluviométrie assez faible
estimée a 22 mm/an et température moyenne anrestlide 24.0 °CHjgure 21). La région
appartient au domaine saharien a terrasses saibodiuses avec des sols minéraux brut
xérique, des sols minéraux brut organisés d'apmartsles sols calcimagnésiques a croute
calcaire Djebaili, 1978 ;Climate-Data.org2016

“F g Altitude: 516m Climate: BWh “Cr 24.0 mm: 22 mm
104 40 ]
z"’-’----\--\"--
4 W L
\‘\"—\.
e
&6 30 A \ - 60
// x\

o
68 20 A // \ Eo40

50 10 A | i

KR 02 03 04 05 s 07 0& 0a 10 11 12

Figure 21 : Diagramme climatique de TabelbatzL (MATE-DATA.ORG., 2019

Janvier est le mois le plus sec, avec seulememhOUne moyenne de 8 mm fait du mois de Novembmeiteayant le plus haut
taux de précipitations. Au mois de Juillet, la témgture moyenne est de 37.0 °C. Juillet est daicéfmois le plus chaud de
I'année. 11.9 °C font du mois de Janvier le plogifde I'année.
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% Région 02 : Chellala

Cette région est localisée dans la wilaya de BiaBh, la récolte est faite exactement

dans la région de Chellala Gueblia. Elle est ddiée climat désertique. Il n'y a pratiguement

aucune précipitation pendant lI'année. D'apt@éspen & Geigerle climat y est classé BWk

(Nedjraoui., 2003 La température moyenne annuelle a Chellala Guedst de 16.6 °C.

Chague année, les précipitations sont en moyena83ienm Figure 22)

Les sols de la région contiennent de faibles tenen matieres organiques souvent de

type calcimagnésiquegigdoud et al.,2006

o J.'.

86

ik

50

32

“C

30

10

Altitude: 1137m Climate:

Bk

“C: 16.6

mm: 183

B0

20

Figure 22: Diagramme climatique de Chellal&L(MATE-DATA.ORG., 2019

4 mm font du mois de Juillet le plus sec de I'anhée précipitations records sont enregistrées en
Mars. Elles sont de 23 mm en moyenne. 28.7 °Gdfontois de Juillet le plus chaud de l'année. Le

mois le plus froid de I'année est celui de Janaiaac une température moyenne de 6.4 °C

E
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% Reégion 03 : Mécheria

La région est située dans la wilaya de Nadmagxipité de El Biod, Tousmouline et

a 33 km au Nord-Est de Nadma. Son climat est dé steppe » , la moyenne annuelle de la

pluviométrie pour la période de 1970 a 2001 est&®7 mm avec 57 jours de pluie , selon la

classification de Koppen-Geiger, le climat est gipet BSk, sur I'année, la température

moyenne est de 158 (Figure 23) .Le mois de Janvier reste le mois le plus frad’dnnée,

et le mois de Juillet reste le plus chaud et |s pkc (4mm)Bensaid ., 2006

Le sol est généralement calcimagnésique avecrdee(gements gypseux, aussi il ya

peu de sols halomorphes a texture sablo-lumindesesgid ., 2006

“F “r Altitude: 1158m Climate: BSk “C: 15.8 mm: 268 mm
86 a0 A - 60

68 20

50 10

32 0

0o 02 03 04 0 06 07 08 0 09 w11 12

Figure 23: Diagramme climatique de Mécher@L(MATE-DATA.ORG., 2019

5 mm font du mois de Juillet le plus sec de I'anhés précipitations records sont enregistrées eneékhbre. Elles
sont de 35 mm en moyengeillet est le mois le plus chaud de I'année. lmapérature moyenne est de 27.6 °C a cette

période. Le mois le plus froid de I'année est cédudanvier avec une température moyenne de 6.4 °C.
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[.3. Procédures d'identification macroscopique et microsopique des Terfess récoltées

Notre travail de recherche est réalisé au nivealadaratoire de Biotoxicologie de
'université Djillali LIABES de Sidi Bel Abbes etetui de Biochimie du centre universitaire
SALHI Ahmed de Nadama. La liste des réactifs, deslpits chimiques, de la verrerie et des

équipements... est donnée déasnexe 02

Juste apres la récolte, les truffes fraiches sefttoyées et découpées en morceaux
fins, puis séchées a température ambiante a KBablka lumiére pendant 20 jours ensuite sont
finement broyées en poudre et tamisées et stockéaspérature ambiante et a I'abri de la

lumierejusqu’a I'analys€Hamza etl., 2013 (Figure 24)

Pour l'identification du genre et de I'espé&les Terfess prospectées de chaque zone,
nous nous sommes basés sur I'observation maciigseode la morphologie, de la couleur
de Gléba et du Péridium a l'aide de loupe binocelan se référent toujours a la description
de la littérature {rappe 1979 et Astier, 1998)

Pour compléter et assurer [lidentification, nousores fait des observations
microscopiques a différents grossissements desasgjules spores des préparations a partir
des coupes fines de la Gléba en utilisant I'eatilldis pour I'observation simple des asques et
des spores. Le réactif de Melzer est un liquidesépamposé d’iode, d’'iodure de potassium,
d’hydrate de chloral et d’eau qui nous permet ditdier facilement le genrd@irmania (les
parois des asques prennent une teinte grise blauggmifie la présence de I'amidon), et le
genre Terfezia (les parois des asques se colorent en jaune aweyraCela permet de
confirmer la coloration finale des asques en efif@at plusieurs observations successives qui
s’imposent apres des temps de 4, 6, 24h, jusquizap8s la premiére observatidre(dman
etal., 2005 ; Bradai edl.,2014).

Les différentes caractéristiques macroscopiguesietoscopiques des différentes

especes de truffes de désert sont résumées daasleu 05et Annexe 03
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Tableau 05: Les différentes caractéristiques macroscopiquas@bscopiques de
différentes espéces de truffes de dé:Dib, 2019

Genres el espéces

Caractéres macroscopiques et / ou microscopiques majeurs |

Picoa juniperi Vittad

Ascomes subglobuleux noirs et verrugueux. Peridium couvert de wverrues noires
pelygonales, aplaties, ayant une dépression i leur sommet. La gléba est blanche avec des
veines blanches. Les asques sont subglobuleux avec 6-8 spores. Les ascospores (fig. 4k)
somt hyalines, avec guttule, sphériques (certaines légérement ellipsoides) et lisses de 22-
28 (32) x 22-25 (28) pm { Anonvme 2).

FPicoa lefebvrei (Pat.) Maire

Ascomes subglobuleux et assez irréguliers. Péridium brun a noir, parfois avec des tons
rougedtres, et verrugquenx. La gléba est blanche avec des veines blanches. Les asques sont
subglobuleux avec 4-8 spores. Les ascospores sont hyalines, sphériques (certaines
légérement ellipsoides). avec une grande guttule lipidique, de 20-28 x 19-24 pm.
omnementation_faiblement cyanophile {Moreno et al. 2000).

Reddellomyeces westraliensis
(G.W. Beaton et Malajczuk)
Trappe, Castellano et
Malajezuk

Ascomes irréguliérement subglobuleux & ellipsoides ou lobés. Péridium de couleur
blanche créme devenant plus tard brundtre. Gléba blanche  grise. Les ascospores (fig. 3f)
sont hyalines, globuleuses, de 1-4 (-6) % 1-4 pm, avec des verrues arrondies (Trappe ef al.,
2010,

Terfezia arenaria (Moris)
Trappe

Péridium blanc d'abord, puis brun foncé, quand il mirit. La gléba est blanchitre au début,
puis devenant rose avec des veines piles. Les asques sont globuleux i subglobuleux avec
8 ascospores. Les ascospores (fig. 40) sont de 25-30 pm de diamétre et décorées avec des

verrues tronguées jusqu'a 7 pm de hauteur (Fortas, 1990 ; Diez er al., 2002 ; Anonyme
2).

Terfezia boudieri Chatin

Péridium épais, brun foncé et noirdtre & maturité. La gléba est rose saumon & maturité
avec des veines plus piles, mais parfois jaune-orange en contact avec l'air. Les asques
sont subglobuleux, non amyloides. Les ascospores ifig. 4p)  sont ocre jaune, de forme
sphérique, de 20-25 pm de diamétre (y compris les omementations), et décorées avec des
verrues arrondies (Diez et al, 2002 ; Slama et Nefaui, 2004 ; Slama er al., 2006 ;
Ammarellou et al., 2007 ; Ammarellou et Saremi, 2008).

Terfezia claveryi Chatin

Péridium brun rougedtre. La gléba est blanchitre au début, puis devenant rose saumon
avee des veines plus piles, mais parfois brun jaunitre en contact avec l'air. Asques non
amyloides, globuleuy avec 8 spores. Les ascospores (fig. 4m) sont de forme sphérigue et

de 17-22 pm de diamétre. La surface de I'ascospore est réticulée et alvéolée (Fortas,
1990 ; Mohamed- Benkada. 1999 : Diez et al.. 2002).

Terfezia leptoderma Tul.

Les ascomes ont une apparence similaire i celle de Terfezia arenaria, mais plus petits et
plus rougedtres. Péridium mince et rougeftre au début, un peu réche. La gléba est
blanchitre au début, puis devenant gris verditre avec des nervures blanchétres. Asques
non amyloides. subglobuleux avec 3 4 & spores. Les ascospores (fig. 4r) sont ocre jaune,
de forme sphérique, de 20-27 pm de diamétre (v compris les ormements), et décoré avec
des épines conigues, trés pointues, isolées, jusqud 5 pm de hauteur (Diez er al.. 2002 ;
Anonyme 2) .

Terfezia olbiensis est souvent confondue avec Terfezia leptodenna et certains auteurs les
considérent comme synonymes, mais ils sont clairement différenciés par leur écologie
différente et leur microscopie. Il v a peu de données sur leur distribution. L'ascome de
Terfezia olbiensis est globuleux. Son péndium est blanchitre au début, puis devient brun
et noircit. La gléba est grise rositre, puis devenant verte olive avec des veines blanches
rositres. Les asques sont subglobuleux i ovoldes avec & spores. Les ascospores sont
ocres, de forme sphérique, de 16-19 um de diamétre (v compris les ornementations), et
décorées avec des rachis coniques, isolés, de 1-2 pm de hauteur (épines courtes et moins
épaisses que Terfezia leptoderma) { Anonyme 2).

Tirmania  mivea  {Desf.
Trappe

Fr.)

Ascomes blancs quand ils sont retirés de la terre, mais en contact avec l'air, ils deviennent
jaunitres. La gléba est solide, jaune, blanche pile, avec plusieurs veines piles. Asques
amyloides contenant 4 4 8 spores. Ascospores (fig. 4n) lisses et ovales de [6- |8 x [2-
15 um (Alsheikh et Trappe, 1983a ; Diez er al., 2002 ; Anonyme 2).

Tirmania
Malengon

pinayi

{Maire)

Ascocarpe blanc cassé. Asques amyloldes contenant 4 4 8 ascospores (fig. 4g) globuleuses
et réticulées avec un léger maillage (cette omementation n'est pas observée par
microscopie photonique mais par microscopie électronique (Alsheikh et Trappe, 1983b,
Fortas, 1990 ; Trappe et Castellano, 1992 ; Diez ¢f al., 2002).

Ulurua nonparaphysata Trappe,
Claridge et Kovies, gen. et sp.

noy.

Ascomes globuleux. Péridium souvent brun rougedtre. Ascopores ifig. 3g) ellipsoides a
subglobuleuses, de 12-15 x 10-12 pm. Asques amyloides (Trappe er al., 2010).
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l. 4. Dosage des composés du métabolisme primaire

[. 4.1. Taux d’humidité

Pour déterminer la teneur en eau, on a introduiis dzhaque vase de tare 2g de
I'échantillon frais de truffe : c’est le poids Ples placer dans une étuvddmmert UF 11D
réglée a 105+2 °C pendant trois heures ; aprésfait ka Pesée des vases de tare .On répete
'opération jusqu’a I'obtention d’'une mesure comsgadu poids AOAC, 1997.La teneur en

eau (%) est donnée par la formule suivante:

Teneur en eau (%) = (P-P1) / M .100

. P : masse en g de la prise d’essai avant séchage.
. P1: masse en g de la prise d’essai aprés séchage.
. M : masse du matériel biologique.

A partir de la teneur en eau, on détermine le tiumatieére séche qui est donné par la
formule suivante :

Taux de matiere séche (%)=100 - teneur en eau (%)

|. 4.2. Taux de cendres

Le principe consiste en une incinération du peudes truffes au four & moufle
(Heraeus Instrument UK, & une température de 900°C. L'opération ne smrainée que
lorsque la couleur des résidus deviendra blandsétge, qui se transformera en une couleur
blanche aprés refroidisseméAudigie et Dupont, 1982)

La teneur en cendres (%) est donnée par la foreuNante:

| Teneur en cendres (%) = (B - A)/ M .140

* B : poids de creuset vide (g).
* A : poids de creuset + échantillon apres I'inciniéra(g).

e M : poids de I'échantillon (g).

)
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l. 4.3. Dosage des protéines
La méthode colorimétrique dewry etal., 1951est retenue pour effectuer ce
dosage. Elle est basée sur la combinaison d’'ur¢igéaau biuret et une réaction au réactif de
Folin-Ciocalteu. Ce dernier acide phosphomolybduastique réagit avec les tyrosines et les
tryptophanes pour donner une coloration bleue @owe a celle du biuret. Cette méthode
est caractérisée par une sensibilité qui peunalitei5 a 10u g/l
Une gamme d'étalonnage est réalisée avec diffésentencentrations de

sérumalbumine bovine (SAB) a 0,25 gAn(iexe 03. La lecture est effectuée a 750 nm avec

un spectrophotometre (SpectroScan 40).

l. 4.4. Dosage des sucres totaux
La méthode utilisée est celle Bex et Robyt, 1991Le principe repose sur les liaisons

glycosidiques des sucres qui sont hydrolysées gaunacide et a chaud en dérivés furfuraux
qui se combinent facilement avec le phénol et dohaee coloration rougeétre qui absorbent
dans le visible (450-500 nm). Cette méthode peiimeti de doser tous les glucides totaux
d’'un matériel biologique.

Mode opératoire

1 g de farine de chaque échantillon est disperag @ ml deDMSO a 25% (v/v),
ensuite le mélange est incubé pendant 15 min aurbarie bouillant. 0.1 ml de ce mélange
est dilué dans 9.9 ml d’eau. A 0.5 ml de ce demmiélange on ajoute 0.5 ml de phénol (5%).
Aprés homogénéisation, 2 ml de30, sont ajoutés, puis le mélange est incubé 30 min
température ambiante. La lecture est réalisée amespectrophotometrespectro Scan 40).
Une gamme de glucose est réalisée dans les mémeéians que les échantillongifnexe

04). Les essais sont faits en trois fois (triplicate)

l. 4.5. Teneur en matiéres grasse

La poudre de truffe est pesée et placée dans wpmileadecellulose et est ensuite
extraite en continu par I'hexane a ébullition (PE®G) qui dissout graduellement la matiere
grasse dans un montage type SOXLEdr{an etal., 1998. Le solvant contenant la matiere
grasse retourne dans le ballon gaversements successifs causés par un effet ltensifans
le coude latéral. Comme seul le solvant peut s'ésapde nouveau, la matiére grasse

s’accumule dans le ballon jusqgu’a ce que I'extmatsoit compléeteUne fois I'extraction est
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terminée, I’hexane est évaporé par évaporateutifretda MG est pesée sur une balance de

précision Femenia edl., 1999.

l. 4.6. Détermination de la teneur en acide ascortue

Le dosage del’acide ascorbique est réalisé seloréthode décrite paflein et Perry,
1982) modifiée parYen etal., 2008. Il s’agit d’acide ascorbique qui, du point de vue
chimique, est un composé réducteur. On pourra odoser au moyen d’un oxydant comme
le 2,6-dichlorophénol-indophénol (2,6-DCPIP) quritségalement d’indicateur coloré. Les
solutions d’acide ascorbique sont incolores ; umgttg en exces de 2,6-DCPIP donnera a la
solution une coloration rose.

Mode opératoire

On réalise une extraction de I'échantillon a padtr 0,59 de poudre de truffe avec
10mL d’acide oxalique 1% que I'on centrifuge 15 rair8000 tours/min pour prélever 5 mL
de surnageant qui sont mélangés a 9 mL de DCPIP @l. Ce milieu réactionnel est bien
mélangeé pendant 15 secondes et I'absorbance esSlLgnm.

La courbe d’étalonnage est réalisée dans les méomektions que I'échantillon avec
une gamme de concentrations d’acide ascorbique &&@ug. Les résultats obtenus de la

teneur en acide ascorbique sont exprimésgén de substrat’(inexe 09.

l. 4.7. Détermination de La valeur énergétique desuffes

La valeur énergétique d'un aliment est définie darReglement sur les aliments et
drogues (RAD). Elle est calculée selon la méthotlgater a I'aide de facteurs spécifiques
tirés de la version la plus récente d8DA Agriculture Handbook 98 Composition of Foods

1984.Stojkovi etal., 2013I'ont aussi calculé selon I'équation suivante

Energie kJ) = 17 x G protéines +G glucides) + 37 x lipides)

l. 5. Dosage quantitatif des composeés du métaboliensecondaire des Terfess
l. 5.1. Extraction

10 g de chaque poudre d’espece de truffe est mé&taagec 100 mL de méthanol a
80%. L’'agitation est faite a une température amtbia80°C) a l'aide d'un agitateur

magnétique pendant 48 heures. Aprés macératiore diui, le contenu des flacons est filtré

)
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puis Les filtrats récupérés sont évaporés a se@ideld'un rotavapeur et stockés au
réfrigérateur a + 4 °C jusqu’a utilisatioRigure 24). Le rendement d’extraction exprimé en

gramme de résidu sec par 100 gramme de la MS &strdgé a I'aide de I'équation suivante:

| masse de l'extrait apres évaporation du solvant
! Le rendement% = — —x10
i masse de poudre de truffe utilisée pour l'extraction

l. 5.2 Dosage des polyphénols totaux

La méthode adoptée pour le dosage des polyphéaotasixt est celle décrite par
Waterhouse, 200Les polyphénols sont quantifiés par spectrophotioenén utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu qui est une solution de coulgume constituée d'un mélange de deux
acides : acide phosphotungstique et acide phospiibdigue. Ce réactif est réduit lors de
l'oxydation des phénols pour former un complexeau dtable d'oxydes de tungstene et de
molybdéne Ribéreau-Gayon, 1983

La coloration bleue produite, dont I'absorption mmaxm est au voisinage de 760 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols prisselans les extraits de truffeBofzot et
Charpentier, 2006 La quantification des polyphénols est effect@édaide d’'une courbe
d’étalonnage linéaire, réalisée dans les mémesitmorglque I'échantillon, en utilisant I'acide
gallique comme standardifnexe 09.

Mode opératoire

Un volume de 2@l de I'échantillon convenablement dilué ou de sotude standard,
est introduit dans un tube a essai contenantlemtient 3.16 ml d’eau distillée et 20 ul de
méthanol. On ajoute ensuite 20Gdu réactif de Folin-Ciocalteu et on I'agite. Apr& minutes,

une solution de N&O; d’'une concentration de 200g/I (60k) est ajoutée tout en agitant.

Apres une incubation de 30 min a 40° C, I'absorbaggt mesurée a 765 nm a l'aide
d’'un spectrophotomeétre UV-Visible, contre un blflecméme mélange sauf I'échantillon qui
est remplacé par le MeOH). Les résultats sont egwien milligramme équivalent d’acide
gallique par g du poids du résidu sec de truffe BAg/g). Tous les essais sont reproduits au

moins trois fois.
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Récolte

~

Nettoyage et Séchage

N

Brovage et tamisage, puis conservation

—

Macération 48h (Méthanol 80%) & T° ambiante, et 4 I'abri
de la lumiére

—

Filtration sur papier Wattman n®3 ( Filtrat 1+ Filtrat 2)

] [
—_—

Evaporation a I'évaporateur rotatif a 40 C°

] [
—_—

Extraits Méthanoliques bruts des
différentes espéces de truffes

Figure 24: Diagramme de I'extraction des truffes
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l. 5.3. Dosage des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides des extraits bruts métltpreo a été déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode décriteparet al, 2003

Le principe de la méthode colorimétrique reposdatmrmation de complexes stables
du chlorure d’aluminium (AlIG) avec les groupes cétoniques C-4 et C-3 ou lepgrou
hydroxyle C-5 des flavones et des flavondigy(re 25). En outre, le chlorure d’aluminium
forme des complexes avec les groupes ortho-dihytisxdes cycles A ou B des flavonoides
(Mabry etal., 197Q qui absorbent & 510 nm. Ce dosage est effectugilesant une gamme

étalon de quercétine.

Figure 25: complication de chlorure D’aluminium avec lesvibnoides
(Mabry etal., 1970.

Mode opératoire

Une quantité de 490ul de méthanol est mélangéepd d® I'extrait concentré de
chaque espéce de truffe (méthanol pour le blant)jGute 0,3ml d’'une solution de nitrite de
sodium NaNQ@ a 5%. 0, 2ml d'une solution d’AICh 10% est ajoutée. Aprés 5 minutes on
additionne au mélange 1 ml de solution de NaOH (1Mgnsemble est bien agité et
'absorbance est mesurée a 510 nm. La teneur gonflddes est calculée a partir d’'une
courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes tmmslibpératoires avec une gamme de
concentrations de quercétinenfiexe 09.

Les résultats sont exprimés en milligrammes éqental quercétine par gramme de

résidu sec de truffe (mg EQ/g de résidu sec).
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l. 5.4. Dosages des tannins

Les tanins condensés sont déterminés par la méthddevanilline en milieu acide
(Priceet al., 1978. Cette méthode est basée sur la capacité de ldinvardl réagir avec les
unités de tanins condensés en présence d’acideppoduire un complexe coloré mesuré a
500 nm. Les quantités de tannins sont estiméesilevant la méthode de vanilline décrite par
Ritta .,1985.

Un volume de 50ul dextrait brut est ajouté a 150@ de la solution
vanilline/méthanol (4% m/v) puis mélangé a laiderdvortex. Ensuite, 75Ql d’acide
chlorhydrique concentré (HCI) sont additionnés. mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min. L’absorbasiceesuré par spectrophotométrie a 550
nm contre un blanc. La courbe d'étalonnage estiséalen parallele dans les mémes

conditions opératoires en utilisant de la catéchorame étalon

l. 5.5. Dosage des caroténoides

La teneur des différents extraits de truffes erotémoides est déterminée par la
méthode de.ichtenthaler etl., 1985.L'absorbance des extraits convenablement dilués da
du méthanol est mesurée a l'aide de spectrophotemd¥/-Vis a différentes longueurs
d’ondes (470, 653 et 666 nm). Les concentratiosshi®rophylles aetb sont déterminées a

l'aide des équations suivantes:

Chlorophylle a (mg/ml) = 15.65 Absgee — 7.340 Absgss

Chlorophylle b (mg/ml) = 27.05 Absgs; — 11.21 Absgge

129.2 x Cg

Caroténoides totaux (mg/ml) = 1000 Abs,,, — 2.860C, — S4c

Les caroténoides totaux sont exprimés en milligrempar millilitre d’extrait.
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[I.1. Activité antioxydante des extraits méthanoliqies de truffe:

II.1.1 Piégeage du radical DPPI

Afin d’étudier I'activité antiradicalaire, des extraitss truffes,nous avons utilisé |
méthode basée sur le DPPH -diphenyl2 picrylhydrazyl) comme un radical relativem
stable, selon le protocole décrit Blois (1958 avec quelques modificatior

Le radical libre DPPtavec un électron impair donne une absorption maxirda 517
nm (couleur pourpre)en présence d’'un donneur d’hydrogé(antioxydant, le DPPH est
réduit a la forme non radicalaiDPPH-Hde couleur jaune péle. Ce passage, de miére
forme a la deuxiemeF({gure 26), résulted’'une diminution de l'absorban de DPPH
(Mohammad etl., 2009. Plus la décoloration est importants, plus les dégmecéductrice:
est élevéeanchez-Moren@®00z ; Ganie., 2012)

e + Antioxvdamt-Of ———> ' +Antioxydant-O*

-

! N - .
" ' DPPH (violet) > DPPH-H (jaune) 0% NO;

Figure 26: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPIKouaméetal,. 2009.

Mode opératoire

Diverses concentrations d’extraits de truffes diolume de 0.1 ml sont ajoutées a
ml de solution méthanolique contenant le radical DF Le mélange est secoué ensi
incubé a température ambiante pendant 30 minuteslédoscurité. L'absorbance est mesi
a 517 nm. Le méthanol est utilisé tant que blancLa vitamine C représente le sdard.
Pour chaque extrait nous avons déterminé la viCsg qui est la concentration de I'extrait
truffe responsable de 50% d’inhibition des radic®BfH Bidie etal., 2017). Plus la valeur
d’ICsp est basse, plus l'activité antioxydante d'un co@gss grandeLaib et Barkat, 201).

IC 50 : Concentration de I'extraresponsable de 50% d’inhibition des radicaux D
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[1.1.2. Mesure du pouvoir antioxydant des extraitsméthanoliques des truffes par le test
de FRAP

Ce test est basé sur I'étude du pouvoir antioxtydes extraits de truffes en utilisant
la méthode du pouvoir oxydo-réducteubgaizu (1986)nodifiée paili et al., 2008

La présence des réducteurs dans ces extraits peviaqréduction du complexe
ferricyanide-F&" & la forme ferreux F& Par conséquent, Eepeut étre évalué en mesurant et
en surveillant 'augmentation de la densité dedaleur bleue dans le milieu réactionnel a
700 nm Chung etl., 2003.

Bleu de Prusse : Fe(CNJ + ArOH — Fe(CN)* + ArO" + H*

Fe(CNJ + Fe® + K+ — KFe[Fe(CN)g

Mode opératoire

Dans des tubes en verre, 50 pl d’extrait de diffi&® concentrations sont ajoutés dans
un mélange de 1 ml de ferricyanure de potassiusfrfCN;)) a 1% et 1 ml d’une solution
tampon phosphate 1M (pH= 6). Apres incubation démg a 50°C pendant 20 min, 1ml
d’acide trichloracétiqgue a 10% est ajouté afirr@er la réaction. 1 ml de cette solution est
ajouté a 1 ml d’eau distillée et 0.2 ml d’'une soltde chlorure de fer (Fegla 0,1%.
L’absorbance des différents échantillons est lliaide d’un spectrophotométre réglé a 700

nm contre un blanc. L’acide ascorbique est utitedme standard.

[I.2.Détermination de I'activité anti-microbienne des Terfess prospectées

I1.2.1. Origine, et description des souchasicrobiennes testées

4! Souches bactériennes testées
Nous avons testé l'activité antibactérienne dedrquextraits des différentes especes de
truffes sur douze souches bactériennes qui nous éthtfournies par le laboratoire
antibiotiques Antifongiquehysico-chimie, Synthése et Activité Biologique de
I'université (LAAPSAB) de Tlemcen.
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@ Staphylococcus aureus ATCC25923
@ Staphylococcus aureus methicillin resistant (MR®AICC25923
@ Enterococcus faecalis  ATCC49452
@ Bacillus subtilis ATCC21332
@ Micrococcus luteus ATCC 10240
@ Escherichia coli ATCC25912
@ klebsiella pneumoniae ATCC700603
@ Citrobacter freundii ATCCB8090
@ Salmonella ebony ATCC9027
@ Bordetella bronchiseptica ATCC9617
@® Pseudomonas aeruginosaATCC 9027
@ Acinetobacter baumannii ATCC19606

Les caractéristiques des différentes espéces leaniés et fongiques sont résumées

dansle tableau n°06.

¥ Souches fongiques testées
Les levures testées proviennent aussi du labogatotAAPSAB » de l'université de
Tlemcen, qui sont :

@® Candida albicans ATCC10231
@® Candida albicans IP444GG

Milieux de culture utilisés

» Le bouillon nutritif.
» Gélose nutritive (Repiquage)
» Milieu de Muller Hinton (milieu de référence poesltests antibactériens)

» Milieu Sabouraud (milieu de référence pour lesstestifongiques)
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Tableau 06: Principales caractéristiques des souches miegnokeis testées
(Delarras, 2007 ; Delarras, 2034

: e sy Caractéres = 7 i
L'espéce Origine Gram Forme et Mobililé DERSEER Habitat Pouvoir pathogéne
¢ biochimigues pafhoge
—_— Infections pyogéne
aérobie grave F:
. facultatif : :
" F"r'f“‘ ATCC + Catalase + Pesuat les infections
[ T 5 LY .
stapfiylocoques 25923 Maqueuses nosocomiales
oxvdase -, : :
4 Les infections
coagulase + .
cutanées
Infections
BRI T urinaires
Enteroc r;f‘ i ATCC % anaérobie Bactérismie
Jaecalts 49452 Facultatif Tube digestif : j
Endocardite
Catalase - A
bactérienne
Sol, eaux
ATCC douce,
Micrococous 10248 % aérobie strict aliments, la Contaminant
luteus Catalase + peau de occasionnel
I"homme et
des animaux
agro- Sol Non pathogéne
Bacillus ATCC ALgtoing poussiéres, nkis £l peul
al + facultatf ; entrainer des
subiilis 21332 : eat, air el . i
Oxydase -, intoxications
% plantes : i
catalase + alimentaires
I Infections
Escherichia a1eC . urinLa.Liru et
oederiobic ; o o5
i 25912 - Oxydase -, Tube digestif .
coli ’ gastroenterite
ttoapt " infantile
. Indole+
Aérobie Prsasites de Gastroentérite
ATCC facultatif ; Et les toxi-
Salmanella - I"homme. : i
0027 - Oxvydase-, infections
ebony z et des n :
- lactose-, ; alimentaires
. AnImaux ;
uréase- . collectives
Aérobie Eau , sol des angines.
klebsiclla ATCC facultatif commensail des infections
pRenmoniae To0603 Oxydase -, du tube pulmonaires des
uréase + digestif infections urinaires
infections
omnaig . urinaires, des
Aérobies I'eau, les e, s
. ATCC Facultatif | égouts.les | P i
Citrobacter - ; arthrites.
; I 8094 Glucose + aliments et le
[freundii KRS A troubles
Uréase - tube digestif : .
abdominaux et/'ou
cérébraux.
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Bacille mobile
et MUQuUeuses
Baordetelln stricts q - .
bromchicegtios ATCC - | r respiratoires Une preumonie
RN TR O UCDEe + -
9617 Bl des animaux.
uréase +
g1y les sols et en
Aerobie s ; ; "
; milieu infection oculaires
facultatif " i e
humide. es POUmONns,
Prendomeonas ATCC - oxydase. fobc it G - tilz'é Lo
aernginosg oQ27 Glucose — cq . P i
i milieu hospit
Iréase+ )
alier
. ; La pneumopathie
aerobies les sols, la bp IL 5 P
; : actériémies.,
Acinetohacter ATCC strictes flore cutanée | . 3 e
§ - infections urinaires
haunannii 19606 caltalase + naturelle de ;
) : . ou de systéme
oxydase - I"'Homme ’
4 nerveux central
" y . des infections
Candida ATCC Estérase :
; muguenses fongiques
albicans 10231 phosphohy- de 1t (candidi
2 e |'étre candidiase ou
{leviere) IP444GG drolase i = g
humain candidose)

[1.2.2. Préparation des suspensions bactériennes

Chaque espéces bactérienne est mise en cultureésegd a 37°C/24 h sur un
bouillon nutritif puis ensemencées par écouvillagewaur une boite de pétri contenant la
gélose nutritive a 37°C pendant 24h d’incubatiofin @’obtenir une culture jeune des
bactéries et des colonies isolées.

L’étape suivante vise a préparer I'inoculum eélgrant a I'aide d’'une pipette pasteur
une a deux colonies bien isolées et parfaitementtigues, et les suspendre dans 9 ml d’eau
physiologique stérile (9g NaCl/l). La suspensiontéaenne est bien homogénéisée et laissée
sur la paillasse pendant 30 minut@AS, 2003.

La densité de I'inoculum est fixée entre 0,08 a®ne longueur d’onde de 625 nm
correspondant au standard 0,5-McFarland équivalettfUFC/ml. L'inoculum peut étre
ajusté en ajoutant de la culture si la DO est failgle, ou bien de I'eau physiologique stérile
si elle est trop forteAboun etal., 2001 ; Aboun eal., 2008 ; Abi-ayad, 2009

La technique utilisée pour étudier I'effet des aittrtes truffes est celle de la diffusion

E

sur milieu solide (par puits : contact direct).
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[1.2.3. Ensemencement des milieux de cultures suolies de Pétri et réalisation des puits

Cette méthode suit pratiquement le méme principd ahtibiogramme décrit par
Kirby-Bauer (1960)et standardisée par le comité national des normpues laboratoires
cliniques .Elle peut prévoir avec certitude I'efftitéin vivo du produit en questiofPrescott
etal., 2003 ;NCCLS, 2003

Elle est basée sur la diffusion des substancestartqui sont imprégnées dans des
puits sur un milieu solide ensemencé avec création gradient de concentration apres un
certain temps de contact entre ces substancesn@tieorganisme cible. L'effet du produit
antibactérien sur la cible est apprécié par la meedwne zone d’inhibition, et en fonction du
diametre d’'inhibition(Hellal., 201).

Mode opératoire

Apres préparation et stérilisation du milieu Muelldinton, 20 ml du milieu sont
coulés dans des boites de pétri de 90mm de diaraeti@paisseur doit étre impérativement
de 4 mm. Le milieu est laissé se solidifier sur wwface froide dans des conditions
aseptiques. Il faut éviter que des gouttelettesud’'se forment a la surface de la gélose,
phénomene pouvant altérer les qualités de diffusimrie milieu.

L’ensemencement est fait par écouvillonnage easssiur toute la surface du milieu en
3 reprises en faisant tourner la boite de pét6@Feapres chaque application. L'inoculum doit
étre bien réparti sur la surface de la gélose dfitenir une bonne reproductibilité des

diameétres de la zone d’inhibition.

Avec les bactéries a Gram négatif, les inoculurap tourds sont a éviter en prenant
soin d’essorer I'exces de liquide sur I'écouvillen le pressant légéerement a l'intérieur du
tube avant 'ensemencemdBlUCAST.,2010.

Apres I'ensemencement et le séchage des boiteétdel@s puits sont comblés avec
I'extrait de truffe. Et les semences sont misesiculer a 37°C pendant 18 heures, il est
recommandé de ne pas la raccourcir ou l'allongeis rsauvent des résultats satisfaisants
peuvent étre obtenus des Fﬁ‘?heure(EUCAST., 2010.

Pour la lecture, la bordure de la zone d’inhibitioarrespond a une inhibition

E

compléte de la culture observée a I'ceil dan@kat etl., 2005. Lire les géloses Mueller
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Hinton a I'envers sur un fond noir avec une lumieéfiéchissantgEUCAST.,2010. La
mesure du diametre d’inhibition est la moyennerdis imesures.
Lecture des résultats
L’activité antibactérienne est considérée commeitipesa partir d’'un diamétre
supérieur a 6 mniParck etal., 2006 ; Nath eal., 2008 ; Rahmoun, 20D9Ce produit peut
avoir :
> Tres forte activité : diametre = 30 mm ; forte @it diamétre 21-29 mm
»  Moyenne activité : diamétre 16-20 mm ; faible atéidiamétre 10-15mm
»  Petite ou pas d’activité : diametre =9 mm

[1.2.4. Recherche d’activité antifongique

Préparation des suspensions fongiques

Chaque souche de levure est ensemencée suivar@nt@ mméthode décrite pour les
souches bactériennes testées, mais sur un milirouSaud Aprés 24h a 48h d’incubation a
25°C, 4 a 5 colonies bien isolées sont prélevéeenatisionnées dans 9ml de l'eau

physiologique. La suspension est comparée aveddigte Mc Farland (PQUFC/mI).

Ensemencement des milieux de cultures en boites Eétri et réalisation des puits

La méthode utilisée est celle précédemment décpiveir les bactéries en
remplacement le milieux Muller Hinton par celui 8abouraud . L'incubation est de 24h a
48h a 25°C. Cette méthode est résumée danglae 27
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II. 3. Détermination de I'Effet anti inflammatoire des extraits méthanoiques des

truffes

L’inflammation est un processus physiologique imiment lié et impliqué dans un
grand nombre de maladies aigues ou chroniques.n@apt les médicaments commercialisés
(anti-inflammatoires non stéroidiens, anti-inflantoig@s stéroidiens, ...) sont insatisfaisants,
contraignants et entrainant beaucoup d'effets imaldles (ulcéres gastriques, actions
immunosuppressives, convulsiongNewton, 2000 ; Stewart, 2003 ; Editorial, 2D0B’ou
la nécessité de la recherche de nouvelles moléquiepourraient agir directement sur les
médiateurs de l'inflammation ayant ainsi moins @tffsecondaires. Dans ce contexte, nous
avons étudié l'effet anti-inflammatoire des diff@éenespéces de truffes algériennes. Il est

évaluéin vivo par le test de I'oedéme induit par la carragénine.

[1.3.1.Conditions d’adaptation des rats Wistar

Nous avons utilisé dans le cadre de cette étudeatesnales Wistar ayant un poids
variant entre 150 et 350 g et provenant de I'insftasteur d’Alger. lls sont hébergés dans des
cages en plastique transparentes d'une longue&6 den, d’'une largeur de 33 cm et d'une
hauteur de 19 cm. Les animaux sont alimentés adribpar un régime standard ONAB et
abreuvés a I'eau du robinet. lls sont soumis aadeslitions de température de 22+3°C et
d’éclairement controlés. La litiere utilisée esstaure renouvelée trois fois par semaine pour
assurer le bon état hygiénique des animaux. Lesaani sont acclimatés aux conditions de
'animalerie du département de Biologie SBA pendaft jours avant I'expérimentation
(Figure 28)

On note aussi que les animaux de I'expérience s&partis en quatre groupes
comportant chacun six rats. Les rats sont pesiEsitifiés par une marque sur le dos et
répartis selon ’homogénéité de leurs po{tlemail et al, 2011).

E
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Figure 28 : Présentation des rats expérimentés

[1.3.2.Induction de l'inflammation par la carragénine et I'activité anti inflammatoire

Pour évaluer l'effet ar-inflammatoire des extraits méthanoliques des tsyffaun
modeled’inflammation aigué est utiliséL’cedeme peut étre provoqué par plusieurs ac
phlogogenes formol, ovalbumines, kaolin, carragénine... Poutecétude, la carriénine a
éteé utilisée pour induire I'inflammatio

L’étude expérimental de I'activité a-inflammatoire de nos extraits des Terfez a
réalisée selon la méthode décrite Winter etal.,1962 etselon laquelle l'inflammation e
induite par injectiorde la carragénine niveau de la voute plantaire depatte postérieure

gauche du ratHigure 29) . A la suitede cetteagression tissulaire, une réaction vasculait

5
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développe rapidement. Elle se traduit par une éragebréve de vasoconstriction artériolaire,

suivie par une vasodilatation des petits vaissedelle-ci entraine une rougeur, un

gonflement, et une augmentation de la chaleur/dsca

L’cedéme causé par cet agent phlogogene a ététteadeolume mesuré par un pied a
coulisse ce qui permet de suivre I'évolution ducessus inflammatoireésentili etal., 1997).

Aussi des analyses d’'autres paramétres inflamneatsiériques ont été effectuées.

Figure 29: Injection de carragénine au niveau de la régidmpdantaire de la patte gauche du rat
Wistar

Pour cette étude, Les 24 rats utilisés, sont mjsuae pendant 16 heures avant de
commencer I'expérimentation, ils sont répartis dotd :

Le lot témoin du Nacl recoit une dose unique pae wotraveineuse au niveau de la
veine caudale de 4QDd’eau physiologique (NaCl a 0,9%) Figure 30), Les deux lots
traités par les extraits des truffes (deux espédestruffes, présentant les meilleurs
constituants en composés antioxydants, sont resgnregoivent une injection a une
concentration de 400mg/kg. Le lot témoin de réféeerecoit du Diclofénac a 5mg/kg par la

méme voie d’injection décrite pour le lot du Na&h(ned etal., 1993 ; Sarita eal., 1993 ;
Singh efal., 1997.

E
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Figure 3C : Injection au niveau de la veine caudale des extdas truffes selon les

recommandations de « Basic Biomethodology For Latooy Mice 2008 »

Recommandations de Basic Biomethodology For Laboraty Mice

» Placer l'animal dans un dispositif de contrainte oune cage de contention.
et stabilisez la queue entre le pouce et l'indebadrain qui ne manipulera pas la seringue.

» Désinfecter la queue avec de I'éthanol a 70 %.

» Faire linjection en commencant au milieu ou I|égéemt au niveau distal de la
partie finale de la queue.

» Insérez l'aiguille, approximativement parall@da veine et au moins 3 mm dans la veine.

» Injectez la solution en poussant le piston déngee lentement et régulierement. Vous devriez
voir que la veine blanchit si l'aiguille est cortement placée.

Trente minutes apres I'administration de I'eau phiggique, des extraits de truffes
et de Diclofenac , 100l de suspension de carragénine a 1% dans du g@mysiologique
(NaCl 0,9%) est injectée dans la voute plantairelalgpatte postérieure gauche pour
provoquer I'inflammation Winter, 1962 ; Fleurentin etl., 1997 ; Khabbaét al., 2006; Epa
etal., 2015.
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[1.3.3.Mesures des cedemes des pattes inflamm

ues des truffes

Le suivie de I'é¢olution de 'cedeme se fait par mesude la patt traitée par la

carragénineP(t) (Figure 31) et ceci a 30 min (), a 2h, 3h, 4h etlGapres injection de la

carragénine 1 %\Winter etal., 1962; Elion Itou etal, 2014.

Patte traitee

par la

carragénine

Patte
témoin
non
traitée

\ -
J\
&V‘

Figure 31: Mesure de des épaisseurs des pattes traitées (&xa 'aide
d’un pied a coulisse

Une diminution du volume de

inflammatoire de I'extraitttudié Ensuite & détermination du pourcentage d’inhibition

'o,edémest considérée comme effet

I'o,edeme (% Plpermet d’évaluer le potentiel s-inflammatoire degxtrais des truffes et de

le comparer a celui du produit de référe selon la formule suivant&ljon Itou etal, 2014 :

VM =Fr—TFo

Y Pl =

(Vt—Vo)t—(Vt—Vo)tr

(Vt—Vo)t

x 100

E
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V = volume de I'cedem

Vt = volume moyenne de I'cedeme des pattes traitéeslofd un tempt;

Vo = volume moyenne de des pattes avant le traite

(Vt - Vot = volume moyenne de I'oedéme du groupe contVo - Vitr = volume
moyenne de I'cedeme du groupe des rats tr

VVVYVY

I1.3.4.Sacrifice et prélévement du san

A la fin de I'expérimentatior(apres 6h), les rats sont anesthésiés a I'éthes dae
cloche en verre. Le sang est prélevé soit par ppncardiaque directement, soit par ponc
au niveau de l'aorte abdominaFigure 32), selon les procédures terminales pratiquéeses
animauxanesthésiés, permettant de réaliser une exsanguir@tant ou aprés l'euthanas
L’avantage de ces techniques est la possibilitéotlecter du sang stérile et aussi de prélev
maximum de sang. Les étapes de chaque techniqyeétirement sont sumées dang

tableau 07

Anesthésie des rats

=3
=
=
=
=3
=
=
=
=
>
=3
=
=]

Prélevement du sang par
uoyIISSIp un saade eunmopae
a0 | Jed Sues np JUIWIAIIJ

Sang prélevés sur des tubes héparines, et
EDTA pour les analyses

Figure 32 : prélevement du sang par ponction cardiaque, gigrastion dans l'aort
abdominale
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Tableau 07 :les étapes de réalisations des techniques devpnééits Janet
Hof.,2000 ; Janis Ott Joslin,2009

Prélevement par I'aorte abdominale Prélevement par ponction cardiaque

Anesthésier la souris selon la procédure en < Anesthésier la souris selon la procédure|en
vigueur. vigueur.

* Placer I'animal en décubitus dorsal. « Vérifier la profondeur de I'anesthésie.

« Veérifier la profondeur de I'anesthésie. | < Placer I'animal en décubitus dorsal, fixer |es

* Ouvrir la cavité abdominale en forme de| pattes avant de chaque c6té a I'aide Sur une

«V », planche de liége.
» Déplacer les intestins vers la gauche de Palper la pointe du sternum et la dépression
'animal. qui se trouve a sa gauche
* Localiser et isoler I'aorte abdominale. | Appliquer de I'alcool afin de bien visualiser|le
» Utiliser une seringue de «3ml » ou « 5ml » site.

insérer l'aiguille vers le bas a la base de I'agrtes Utiliser une seringue de «3ml » ou « 5ml|»
pour éviter de recevoir du sang au visage Insérer doucement l'aiguille dans la dépress

* Aussitot l'aiguille insérée, soutirer le biseau vers le haut,
maximum de sang. a un angle de 30 a 45 degrés, en exercant une
» Procéder a une deuxieme méthode | pression négative sur le piston de la seringue.
d’euthanasie et vérifier la mort de I'animal Et soutirer le sang
avant de disposer de la carcasse (se référer a la
PNF)

[1.3.5.Dosage des protéines de I'inflammation

Les causes les plus fréquentes de dysprotéinémies(éa déshydratation qui conduit
a une hyperprotéinémie) sont les processus inflaoirea. La concentration de certaines
protéines de phase aigle positive augmente en rdainsjour en cas d’inflammation Les
principales protéines de phase aigle positivelssrguivantes :

> Fibrinogene, précurseur de la fibrine, consommé lors de phénemeé
hémostatiques au niveau de Iésions vasculairesst dbsent dans le sérum,

> Protéine C réactive il s’agit de protéine de synthese essentiellement
hépatique de cinétique rapide, sensible, précqesifique au syndrome inflammatoire , son
évolution peut étre trés importante, sa cinéticgteapide et son pic plasmatique est atteint en

E

6 heures, sa demi de vie est de 8 a 12 heurednHiéela fixation du complément a la
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bactérie et induit la production de cytokines, txiété francaise de biologie clinique la
recommande comme le meilleur marqueur de l'inflatona

> Amyloide A sérique permet le recrutement de cellules inflammatomes
niveau du site inflammatoir&pstein, eal 1999.

Les protéines de la phase aiglie négative sontriagipes dont la concentration
diminue lors d’'un processus inflammatoire : leuna@ntration diminue car leur production
hépatocytaire est diminuée par I'action de cytokinees principales protéines de la phase
aiglie négative sont les suivantes :

> Albumine, ayant un réle majeur dans le maintien de la psasesmotique,
source d’acides aminés, et transporteur de catoefs, Mg™").

> Transferrine, transporteur de fer.

Il ya aussi d’autres paramétres pouvant mettreveteBce I'existence d’'un processus
pouvant étre responsable d’'une réponse inflamneatmmme la FNS (hyperneutrophilie,
anémie microcytaire) et le taux des plaquetteitinocytes)

Pour notre étude nous avons réalisé le dosageadasptres sériques tialbumine,
et de la protéine C réactieRP et de la fraction totale de numération sanghe , qui
sont mesurés par des méthodes immunochimiques eetrgphotométriques réalisées au
niveau d'un Laboratoire d’analyse clinique privé %idi Bel-Abbes, utilisant un

spectrophotométre Beckman coulter Synchro CX-9aalrsystem ALX.

[l. Analyses statistiques

Les résultats de différents parametres sont repi€separ la moyenne * erreur
standard de la moyenne. Tous les parameétres phglsicbgues mesurés ont été testés en
utilisant I'analyse de variance (ANOVA) afin d’agsér les effets des facteurs site et espece
et I'interaction entre les deux facteurs. La comasm des moyennes est réalisée a I'aide du
test t de « Student» pour le dernier paramétreys@alactivité anti-inflammatoire).Les
différences significatives ont été établis au nivpa0,05. L’analyse statistique est réalisée a
I'aide du logicielSTATISTICA (version 6.1.478.0 Statsoft)

E
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I.1. Les especes de Terfess identifiées

L’étude taxonomique réalisée par observation ail’noe a la loupe binoculaire et au
microscope optique, nous a permis d'identifier gud04) espéces de truffes du désert
récoltées a partir de différentes stations d’étude.

Le test de Melzer nous a permis d’avoir deux colona des spores : trois especes que
leurs spores se colorent en jaune, c'est le g@eréezia et une espece que ses spores

prennent une teinte grise bleue c’est le g@mmania(Trappe., 1979 ; Alsheikh., 19p4

Ces especes appartiennent a la familleREmzaceaet sont réparties sur deux (02)

genresTerfeziaet Tirmania, a savoir :

[1] Terfezia boudieriChatin bl), connue sous le nom vernaculaire “Terfesse L&khal
(Truffe nair) ;

[2] Tirmania nivea Trappe Tin2), communément appelée “Terfesse Labyadh”,(Truffe
blanche) ;

[3] Terfezia claveryiChatin (Tc2), connue localement sous le hom de “Terfesse Lehma
(Truffe rouge) ;

[4] Terfezia arenaria(Moris) Trappe {a3), connue sous le nom vernaculaire “Terfesse
Lakhal ”.

Les pays d'Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunjsigbye, et 'Egypte) présentent
une grande diversité d'espéces de truffes du déseet douzaine d'especes sont réparties un
peu partout, avec une distribution spécifique erction de la nature du sol et du climBigz
et al, 2002 ; Chevalier, 2014 ; Khabar, 2014

Toutefois, certaines especes de truffes ont étéuetes au Botswana en Afrique du
Sud (Marasas et Trappe, 1973 ; Trapgteal, 2009 et en Amérique du NordT(appe et
Sundberg, 1997

Selonlbn Tattou., 2001T. niveaest une espece endémique du nord africain, eesile
décrite pour la premiere fois en Algérie a BiskdaBarika et a Batna pathatin (1897).
Fortas et Chevaligfl992), rapportent que cette espéce a été également eepdi@®uest de
Naama et dans la région de Zeriguet a BécAarsi Khabar.,(2014 a signalé quelLes
especes du genr@€irmaniasont les plus abondantes dans les zones aridesglsariennes et

sahariennes du bassin méditerranéen et a la péarsibique.

E
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Tableau 08 :Les résultats d’'identification et les descriptiomgcologiques des espéces de

Terfez prospectées

L'espéce de Terfez,

: : La forme et les caractéristiques La forme et les caractéristiques
€ 13 Kepion de macroscopiques microscopiques
prospection o L
-Péridium epais a une surface unie, de -Asques Subgobuleux non amyloides
couleur brun fonce et noiratre a la matunité -Ascospores de 5 a 8 par asque,
Terfezia boudieri -Gléba est rose saumon a maturité avec des sphérigues de 20 4 25 um et décorées
Chatin veines plus pales avec une saveur agréable avec des verrues arrondies
Tebelbala (Bechar)

(Dhez et af, 2002 ;Slama et
Meffuti., 2004 ;Shima e
ol 2006 ; Ammuorellou ef
al 2007 ; Ammarellon et
Saremi., 200¥)

Tirmania nivea
Trappe

Chellala { Al-Bayadh)

{AlLsheikh e
Trappe..1983a : Diez ol
al..2002 Bradai et al..2013)

-Péridium blanc quand il est retire de la
terre, en contact avec 'air 1l devient
Jaunitre
-Gléba est de couleur blanche pale avec
plusieurs veines pales

-Asques amyloides contenant de 44 8
spores
-Ascospores lisses et ovales de 16-18 a
12-15 pm
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Terfezia claveryi
Chatin

Chellala ( Al-Bayadh)

(Fortas ., 1990 ;Mohammed
benkada.. 199%; Diez et
al.,.2{M)2 ;Brodai &4
al 2013)

Terfezia arenaria
Trappe

Meécheria (Naama)

(Fortas ., 1990 ; Diez et
al 2002 ;Brada e
af 2013)

~Périduim brun rougeatre
-Gléba est blanchatre au début puis
devenantrose saumon avec des venes plus
pales, mais parfois brun jaunatres en contact
avec |'aire

-Péridium blanc d’abord, puis brun foncé a
la maturité
-Gléba est blanchitre au debut puis
devenant jaune rosdtre rose avec des veines
pales

-Asques globuleux non amyloides avec 8

non amyloides, avec & ascospores de 233

spores

-Ascospores sont de forme spherique de

174 25 um . la surface des ascospores est
un peut alvéolés

-Asques sont globuleux a subglobuleux

30 pum décorés avec des petits verrues
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I.2.Les principes nutritionnels des Terfess

Diverses études ont prouvé que les caractéristigliegentaires des ascocarpes de
Terfess changent d'une espece a une autre sejenl|Barégion, le type du sol et les facteurs
climatigues Ahmed etal.,1981 ; Bokhary et Parvez., 1993 ; Kagan-Zur.,1998ssain et Al-
Rugaie, 1999 ; Dabbour et Takruri, 2002a ; Murdiale 2003 ; Barros edl., 2008; Liu et
al., 2012 ; Pereira @tl., 2012 ; Reis etl., 2012

Les résultats de la composition nutritive sont noemés dans I&igure 33 Le taux
d’humidité le plus élevé est celui debl avec une proportion de 84+02,5 %, Ce taux
d’humidité est plus important que celui trouvé plamza efal., (2013 pour la méme espece
T.boudieride la Tunisie. En deuxiéme lieu on remarque Ta@ présente un taux d’humidité
de 78+03% , pui§c2 avec 73,5+02,5% et le plus faible taux pdum2 avec 68+02%. On
note qu’il ya une différance significative entreuties les especes des différentes régions
(P<0,05) Ces résultats corroborent ceux rapportés Addraith, (2010 pour les truffes
fraiches du désert comrig@mania niveadu Bahrein, Iran, Maroc et I'Arabie Saoudite.

On remarque qu’il ya des taux comparables de cendrdre L'espécelbl de
Tabelbala (07,25+0,55%) et I'espeta3 de Mécheria (06,75+0,45) ,qui présentent toutes le
deux des taux de cendres importants par rapportaatres espéces. En revanche aucune
différence n’est remarquée pour les deux especksrdéme région de Chellala , ces résultats
sont en accord avec le role écologique des Tegigissont connus pour fournir & leur plantes
symbiotiques (Hélianthémes) des éléments minérasxque P, N, Zn, K, Cu, Sr, et S et par
conséquent représentent une bonne source de cersleSakri., 1989 ; Awameh et
Alsheikh., 1979b ; Chellal.,1995 ; Al-Rahmah., 2Q8khavit.,2008 ; Roth-Bejerano., 2008

Divers auteurs Al-Naama etal.,, 1988 ; Agaoglu .,1992 ; Hashem & Al-Obaid.,
1996et Callot.,1999 ont montré que I'espece derfezia boudierest considérée comme une
bonne sources de fer et de zinc, ces deux microegits interviennent généralement dans la
constructions des métalloenzymes .

Les résultats de notre étude ont montré que lesuksimoyennes des protéines pour
chaque espece sont significativement plus élevéesTd1 de Tabelbala (site S1) par rapport
a celles deTin2 et Tc2 de Chellala (site S2) et a3 de Mécheria (site S3). Ainsi les

valeurs se présentent en ordre décroissant comitne su

Th1 (13,32+0,14%) Tc2 (12,87+0,09%) Tin2 (11,97+0,03%)>Ta3 (7,75+0,08).

)
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donc aux mémes facteurs climatiques. On peut axglites difféerences en ces métabolites
par I'effet de la plante symbiotique (mycorhizey $a truffe associée de laquelle elle tire
bénéfice. La plante fournit aux truffes les proslyghotosynthétiques tels que des sucres et la
truffe fournit a la plante les sels minéraux eallgChevalier et Frochot, 1997 ; Smithadt,
2007. D’un point de vue physiologique, cette plarti€l{antheme) accumule les hydrates de
carbone totaux disponibles dans tous les orgames sucres solubles dans les organes
reproductifs et les protéines brutes dans la pagigenne. Durant la saison seche, elle se
protége en augmentant les teneurs en protéinessbetiten azote solubles dans les organes
végétatifs YVichens., 1988 ; Haloubi., 1988 ; Fortina&t 2008.

La valeur énergétique la plus élevée des truffesliés est celle concernaft
boudieri(Tb1) de Tabelbala avec 547,29 kj/100 g MS . Cettewratst faible devant 2451.20
+ 186.62 kj deT. pinoyide la Lybie(Stojkovic, 2013.

D’aprésAboud et Rouhm (2008 les espéces de Terfess brunes sont les plagsric
en lipides, en minéraux et plus pauvres en vitar@imgle les espéces de Terfess blancs.

D’aprés les résultats concernant le dosage de witai@, nous avons observé des
valeurs qui sont significativement hyper difféesntgquelque soit I'espece et le site de la
récolte. On remarque qu&in2 et Tc2 sont trop riches en acide ascorbique avec
respectivement des proportions de l'ordre de 2294%1 2174+13 pg/g MSSawaya et
al.,(1989 ont montré que la teneur en acide ascorbique Tiaaveryide I'Arabie saoudite
est de 5.10mg/100g ce qui est élevé par rappdrickaveryi de I'lraq @bdul Majid et
al.,2016 . La plus faible teneur en cette vitamine conediespecelrbl de Tabelbala mais
cette derniere parait plus riche en acide ascoebicpmparée aux résultats rapportés par
Sawaya etl., 1985 ; Hamzat al., 2013 pour la méme espece. Cela prouve clairement la
richesse des espéces de truffes algériennes envitgtinine. L'un des réles importants de
cette vitamine est sagffet antioxydant qui protége les cellules contre les dommagegidli
par lesradicaux libres, son rdle préventif contre la pneumonie et sopteffimulant sur le
systeme immunitaireHemila et Louhiala, 2013

Les teneurs en vitamines C (en pg/g MS) pour noiesr sont rapportées dans la
Figure 34 et se présentent dans 'ordre décroissant comne sui

Tin2 (2294+15)>Tc2 (174+13)>Ta3 (1064+8)>Tb1 (574+9).

B
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vitamine C (pg/z MS)
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Figure 34: Teneur en vitamine C des Terfess étudiées
Les lettres différentes indiquent des différenagsificatives (Test de Tukey, | 0,05) entre les especesdifférents sites

D’aprés tout ces résultats on peut considérer lep@erfessont peu de calories et
lipides, plus de protéines, de vitamines, et de s@héraux, donc se sont des alime
diététiques de choix pour 'hommeAndreoti et Casoli, 1968Ackerman eal., 1975 ; kiraly
et Bratek, 1992 ; Callo,999; Khabar etal., 2004 ; Murcia etl., 2003; Barrosetal., 2008 ;
Liu etal., 2012 ; Pereira &l., 2012 ; Reis eal., 2012.

[.2. Rendement d’extractior

L’extraction est une étape trés importante powolément et l'identification de
principes actifs a hautealeur ajoutée a partir de la matiere végi ou fongiqu, notamment
le cas des polyphénols, qui suscitent actuellerheaticoup d’intérét grace a leur activi
biologiques diverses en particu leur propriétés antioxydanteSuyet al.,2006

De nombreuseétudes ont montré l'influence de différentes camat d’extraction su
les rendements d’extraction des composés phénsldorigine végétale ou fongique, te
que le temps dh température d’extractic le pH, la composition chimique ¢ échantillons
et la polarité du solvanf@bartet al.,2009 ;Jayaprakasha et Bhimanagouda, ).

L’extraction est faite apres séchaces truffes a 'ombre eeur transformation ¢
poudre. En fait, I'utilisation 'dn matériel sec est recommai du moment que les flavonoid

peuvent étre soumis a une dégradation enzymatigaedge matériel végétal est frais ou |

)

séché [larston et Hostettmau., 2009.
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Les fermentations microbiennes causées par 'huénmkuvent étre la cause de cette
dégradation $eidel., 200h Le séchage des truffes a I'obscurité préviestttansformations
chimiques telles que l'isomérisation et la dégrimatatauséees par les radiations ultraviolettes
de la lumiére solaireJpnes et Kinghorn., 20D5L utilisation des truffes sous forme de
poudre présente l'avantage d’améliorer I'extractidum fait de rendre I'échantillon plus
homogene, en augmentant la surface de contaciegetvant et en facilitant sa pénétration a
I'intérieur des cellules qui ne sont pas détruiteses le broyage.

L’extraction faite par macération et menée soudatigh continue pendant 48h,
permet d’extraire le maximum de composants bicaatfde prévenir leur dénaturation ou
modification probableHagermanret al, 2000.

Des auteurs ont montré que le méthanol reste \eusble mieux choisi pour extraire
les antioxydants d’'une plant&yn et al., 2007; Zeng etal., 2012)aussi d'autres études
montrent que l'eau fait partie des solvants less pltilisés pour une haute récupération de
composeés phénoliqueBduzid et al., 2011]) et I'obtention d’'une bonne activité antioxydante
(Barros etal., 2010.

Nos extraits de Terfess ont de couleurs différente®c une odeur faiblement
piquante, exquise et de sapide fongique. Leursdements d’extraction sont relativement
importants(Tableau 09

L’extrait brut deTa3 enregistre un trés fort rendement de I'ordre de02/4% suivi
par les extraits ddin2 et Tc2 qui montrent une similitude de pourcentage (22%g¢ du
probablement au fait que les deux truffes apparéaha la méme aire géographique, tandis
que I'extrait méthanolique debl montre le plus faible rendement de 20+0,15.%s hauts
rendements des truffes du désert peuvent étre diesira hautes teneurs en composeés
phenoliquesTsai et al., 2006

Nos valeurs sont similaires a celles rapportées Ndau et al., 2004 pour les
champignons de Taiwan (20.86-30.9%), a celles na@e® parPuttaraju etal., 2006 pour
ceux de l'inde (20 — 32%) et a celles rapportéesZpag etal., 2012pour les champignons
australiens (10-39%). En revanche nos valeurssg#rieures a celles rapportéestpamza
et al., 2013 pour Terfezia boudieride la Tunisie (21%). toutes ces études ont utikésé

méthanol comme solvant d’extraction.

[ 72 )



I. Identification des truffes et détermination desiétabolites primaires et secondaires ‘

total en phénols et flavonoides des especes dedyufiéme si le solvant utilisé est identique
(Leeet al.,2003.

Les fonctions biologiques des polyphénols et dmsofioides en dehors des propriétés
antioxydantes comprennent la protection contre diésrgies, l'inflammation, l'agrégation
plaquettaire, les microbes, les ulceres, les vétues tumeursdgunleye et Ibitoye, 2003 ;
Carocho et Ferreira, 20L3Des études épidémiologiques recommandent quaadkadie
coronarienne soit traitée par les flavonoides altaiees (Wadoodet al.,2013.

Les tanins sont traditionnellement utilisés poupiatection des surfaces enflammées
de la bouche et le traitement du catarrhe, des héides et la diarrhée. Ils ont un pouvoir de
stopper les hémorragies et de lutter contre leciitins Ghesterm. eal., 2001 ; Diallo, 2005
; Senthilkumar, 2013

Les résultats du dosage des polyphénols, flavosoigle tannins des extraits
méthanoliques de nos Terfess sont regroupés dainguee 35.

La forte hydrophobicité des caroténoides condionleur répartition dans
I'environnement cellulaire. Les caroténoides somstsoaiés aux bicouches lipidiques
membranaires. Grace a leur longue chaine polyireatles caroténoides sont de bons
piégeurs de radicaux libreggure etal., 1999. lls sont d'abord connus par la capacité de
certains d'entre eux a étre convertis en vitaminen& vitamine essentielle et indispensable a
la vision, a la préservation des tissus épithélieuau systeme immunitaire. lIs exercent une
action préventive contre un certain nombre de nedadégénérativesK(insky, 1998 ;
Beutner eal., 200)).

RCI
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[I. 1. Evaluation de l'activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaineritro, I'activité antioxydante par
piégeage de radicaux différents, comme les peraxyROOC par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (TdRadical-Trapping Antioxidant
Parameter); les ions ferriques par la méthode FRPRétric ion Reducing Antioxidant
Parameter); ou les radicaux ABT&el d’ammonium de l'acide 2,2’- azinobis-3-ethyl
benzothiazoline -6- sulfonique), ainsi que la mdthadtilisant le radical libre DPPH
(Popovici, 2009 Ozen, 200%

Parmi ces différentes méthodes, les tests DPPHRAPFsont les deux méthodes qui
ont été prises en considération pour I'évaluati@n l'dctivité antioxydante des extraits
méthanoliques des truffes étudiée dans ce travail.

[I.1.1.Test du radical DPPH’

L’activité antiradicalaire des quatre extraits dé&rentes espéces de truffes vis-a-vis
du radical DPPH est évaluée a l'aide d’'un speciotphétre réglé a 517 nm en suivant la
réduction de ce radical qui s’accompagne par sssguge de la couleur violette a la couleur
jaune Puh etal., 1999 ; Chang «dl., 2002.

Le test de DPPH est une méthode fréquemment géwlpour évaluer le potentiel
antioxydant de différents composés naturels vueapdlité, sa fiabilité et son faible codt
(Senthilkumar eal, 2019.

Le DPPH a été largement employé comme un radiogd fpour évaluer la réduction
des substances, et c’est un réactif utile pouriétlels activités antiradicalaires des composés
(Soares edl., 1997; Senthilkumar etl., 2019. Les résultats du pouvoir antiradicalaire des
différents extraits des Terfess étudiés, exprim@aircentage d’'inhibition du radical DPPH
sont représentés dansHaure 37.

Les extraits sont capables de piéger le radices liIlPPHde maniére concentration-
dépendante. D’aprés Rigure 37 on constate que les allures des courbes sontatities
d’un extrait a un autre et que le taux d’inhibitiden DPPH augmente avec I'augmentation de
la concentration. L'extrait Méthanoliquebl, réduit fortement le radical DPPHar rapport
aux autres extraits ou les extraitsTde2 et Tc2 ont la plus faible capacité de réduction du
radical DPPH ceci est démontré par I'allure exponentielle dapde. L'extrait deTbl a
exerceé une activité anti radicalaire de 90% a feceatration de 1mg/ml. Cet effet est

E
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D’apres les valeurs d'l§g, I'extrait méthanolique d&bl représente I'extrait le plus
actif sur le radical DPPH avec unes$@e 0.36+0,02 mg/ml, suivi par I'extrait da3 avec
une IC50 de 0,50+0,04 mg/ml, tandis que les éstdeTin2 et Tc2 de qui provient de la
méme région possede I'activité la plus faible astes IGocomparables de 1,01+0,02 mg/ml
et 1,02+0,02 mg/ml respectivement.

SelonPopovici (2009) plusieurs facteurs influent sur le potentiel anyaent et la
cinétique de réduction, notamment les conditions lde réaction (temps, rapport

Antioxydant/DPPH type de solvant, pH) et le profil phénolique emtigulier.

La classification des différents extraits méthamodis de nos Terfess selon leur
activité antioxydante d’ordre décroissant est laaue: acide ascorbiqueextrait deTbl >
extrait deTa3 >extrait deTin2 > extrait deTc2.

L’IC 50 de notre extraifbl est supérieure de celle trouvé ptamza etal ., (2013
gu’ont rapportés que I'l§g d’extrait méthanolique est de 0.20 mg/ml ainsxtfait éther de
pétrole est de 0.30 mg/ml, par con8tojkovic etal., (2013 et Gouzi etal., (2013 ont
trouvés des valeurs qui varient entre 1.80 a B182nl des IC50 des extraits méthanolique
des truffes pouf.pinoyi , T.arenaria, etT .nivea. Ces IC50 sont supérieurs au IC50 trouvés
pour nos extraits étudiés ce qui prouve que nodcespde Terfess prospectées de différentes
régions de l'ouest algérien sont des sources iestattles riches en produits antioxydants

naturels.
[1.1.2. Test de FRAP

La réduction directe du complexe’Féerricyanure qu’est une méthode relativement
rapide, simple et économique est utilisée poscteening du pouvoir réducteur des extraits
des truffes.

Le pouvoir réducteur d’'un l'extrait, qui peut sergomme réflexion de son activité
antioxydante, est déterminé en utilisant le testrétuction F& en Fé', par lequel la
couleur jaune de la solution d'essai change ereaolileue-verte et cela selon la puissance
réductrice de I'échantillon. La présence des aptiants dans I'échantillon cause la réduction
du complexe Fé/ferricyanure en Fé, Par conséquent, Fepeut étre évalué en mesurant
'augmentation de la densité de la couleur bleussd@ milieu réactionnel a 700 nm.
L’absorbance la plus importante indique le pouwsrréduction le plus grand/gir et al.,
1995 ; Chung edl., 2002 ; Do etl., 2013.
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En outre, les truffes sont utilisées comme un altmeédicinal pendant plusieurs
siecles en raison de leur richesse en antioxydamin® la vitamine A, C, et beaucoup
d’autres composés phénoliques qui sont tres spEsapour piéger et réduire les radicaux
peroxy, qui incitent & la peroxydation lipidiquedzzani et al., 1998a ; Gazzani et al., 1998 b
; Murcia et al., 2002 ; Salah, 2005 ; Stanikuneital., 2009 ; Al-Laith, 2010 ; Guo et al.,
2017). Cependant, nos précédents résultats montrentegueomposants antioxydants des
truffes du désert algérien ont un grand intérétroenagents protecteurs capables de réduire

les dégats oxydatifs.

I1.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne des Terfess

Face aux problemes de la résistance bactérienneamtisiotiques,beaucoup de
travaux sont menés sur le pouvoir antimicrobies gi®duits naturels extraite plantes et
de champignongSkiestet al., 2007; Aldebasgt al., 2013; Burtoret al., 2009.

Lors de cette étude, nous avons testé I'actiorertaits méthanoliques de différentes
especes de Terfess qui proviennent de différerdgions vis-a-vis de douze souches
bactériennes (Gram-positif et Gram-négatif) et dsaches fongiques (levures).

Le diamétre de la zone d’inhibition differe d’'uneckérie a une autre et d'un
extrait a un autre. La variation de lactivité amtgrobienne des extraits explique les
variations de leurs compositions chimiques etieffité antibiotiques de ces composants.

Les résultats de la présente étude révélent q@eniosi extraits ont réagi positivement
au moins sur une des souches bactériennes testéepiicconfirme que les extraits
méthanoliques des Terfez sont doués de propriéitfizaatériennes. Contrairement aucune
inhibition n’est remarquée contre les souches fqueg testées.

Djenane et al (2012)nt supposé que chaque diameétre (&) d’'une zonakildition a
une signification ; @<8 mm : bactérie non sensjle@d<14 mm : bactérie sensible ; 15<@<
19 mm : bactérie trés sensible et @>20 mm : bactéxtrémement sensible. L’action
bactériostatique se traduit par I'apparition d’'wome d’inhibition autour du puits contenant

I'extrait de TerfessKigure 39).

E
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Figure 39: Résultats de diffusio des extraits des Terfez darmilieu gélos sur :
1- Acinetobacter baumannii, 2- Micrococcus luteus,3- Escherichia coli,4- Staphylococcus aureus,5-
Saphylococcus aureus methicillin resistant,6- Enterococcus faecalis,7- Bordetella bronchiseptica,8- Bacillus
subtilis,9- klebsiella pneumoniag,10-11- Candida albicans ATCC10231 , IP444GG

E
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A partir de cette classification ; on constate dae bactéries Pseudomonas
aeruginosa et Citrobacter freundi, se révelent les plus résistantes pour tous les éxtfaon
sensibles).

En plus Les souches déebsiella pneumoniae et deSalmonella ebony sembles aussi
résistantes plus quBlicrococcus luteus qui est inhibé fortement avec I'extraltbl, et
moyennement avec I'extraltin2 , et Escherichia. Coli qui montre une sensibilité sauf vers
les extraits d&b1l etTc2.

On note aussi que la souclkéebsiella pneumonia montre une hypersensibilité
seulement vis-a-vis de I'extrait dén2 avec un diameétre d’inhibition de 25,66+0,57mm.

Acinetobacter baumannii est la seule bactérie Gram négatif qui montre ensibilité
vis-a-vis de tous nos extraits des différentes a=péle Terfess avec une hypersensibilité a
I'extrait de Tb1l a raison de 26+01lmm et une sensibilitdia2, Ta3 et Tc2 avec des
diamétres de 18,66+1,52 mm, 16,66+0,57mm et 9,66+H0m respectivement {bleau 1)

La soucheBordetella bronchiseptica montre une sensibilité seulement vis-a-vis des
extraits deTbl et Tin2.

On remarque aussi que les bactéries Gram positit $outes sensibles a
hypersensibles a nos extraits a I'exceptionEdeerococcus faecalis et Micrococcus luteus
qui sont résistantes vis a vis I'extrait @e2. En revanche la derniére souche bactérigvine
luteus semble aussi résistante contre I'extrait @a3. Par contre elle montre une
hypersensibilité a I'extrait d€in2 a raison de 30£01mm.

D’apres ces résultats, on note que I'extrait les metif est celui ddin2 suivi par
I'extrait de Tb1l. Ceci peut traduire le pourcentage élevé en vitan@ renfermée par la
truffe blanche de Chellala, voire la truffe noire d@abelbala qui montre une quantité
inferieure en cette vitamine mais qui a une richealssolue en tous les autres composés
(Tableau 17).

Les résultats de la sensibilité des bactéries atraits des Terfess obtenus par la

méthode de diffusion sur le milieu Muller-Hintonlgge sont regroupés dansHaure n°40.

E
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les Pseudomona ce qui corrobore nos résultat. Ces auteurs orgi dagement
suggéré que la substance bioactive présente @setruffes ressemble a la structure de la
pristinamycine qui est un antibiotique de la famitles streptogamines indiqués pour les
sinusites maxillaires aigu, les exacerbations @aditite chronique, les infections cutanés et
les infections ostéoarticulaires.

L'extrait acétonique de gléba fraiche declaveryi n'avait aucun effet sur la
croissance des espéces bactérienri@lmonella Typhi,Saphylococcus aureus, et
pseodomonas aeroginosa) et fongiques testéfCandida albicans,Fusarium oxysporum, et
Phytophtora sp) ( Benkada., 1999. D’autres auteurs confirment que I'extrait at&tethyl de
T. Pinoyi, contient les composés qui ont inhibé la croissale® aureus et B. subtilis, mais

pas deP. aeruginosa, E. coli etEnterococcus sp (Dib-Bellahouel & Fortas., 2011).

Les espéces levuriformesCqndida albicans, Rhodotorula mucilaginosa, et
saccharomyces oviformis) testées sont fortement inhibées avec des fractilen différents
extraits deT. nivea et T. pinoyi, qui confirment la présence de substances bicactians les
corps fructiféres de ces champignons tels que tgdpaylléne Dennouni, 1996, Neggaz,
2010 ; Neggaz, et al .,20115

Les champignons généralement et les truffes sp@eait ; sont une source naturelle
des composés antimicrobiens, comme les terpenostéspides, anthraquinone et les
dérivées acides benzoique, quinolones et certai@mbolites principaux comme acide
oxalique ,des protéines et des peptides. En ogtrelgues extraits de truffes sont connus
pour produire un ou plusieurs mycotoxines ou débiatiques (Janakat eél.,2004 ; Evans
et Solomon, 2011 ; Alves at., 2013.

Les résultats obtenus reflétent I'efficacité de eairaits méthanoliques des espéces
de Terfess prospectées contre la croissance dé&ribacGram(+) spécialement, aussi pour
quelques espéces Gram( - ) par rapport aux antjbes couramment employés a titre

curatif.
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Pour les différents tests d’évaluation de l'acévintifongiques, on a remarqué
I'absence totale de l'effet inhibiteur des extradts nos Terfess sur les deux souches de
levures. Il semble que ces espéces de truffe neepepas étre considérées comme source
potentielle d'antifongique, ou bien que le solvagtt la méthode d’extraction sont

inappropriés pour extraire leurs substances bioes:ti

[I.3.Potentiel anti-inflammatoires des extraits méhanoliques des Terfess

prospectées

[1.3.1. I'effet des extraits méthanoliques de trufies sur I'évolution de I'cedeme de

la patte de rat

L’étude de l'activité anti-inflammatoire des difé#its extraits méthanoliques de
truffes est réalisée en utilisant la mesure du melde I'cedéme induit par la carragénine
chez deux lots de rats, I'un traité par I'extra@t Thl, et l'autre par celui dda3 en les
comparant a un lot témoin recevant de I'eau phggigue et un lot de référence recevant du
Diclofénac un anti-inflammatoire non stéroidien.

Cette technique est retenue en raison de sa simpliéééécdution, de sa rapidité
d’induction des symptémes caractéristiques del&mmation (développement de I'ocedéme
dans I'heure qui suit l'injection, avec un effetximaal au bout de 5 heures) et également en
raison de sa reproductibilité.

Le choix des extraits de ces deux espéces estshade richesse de ces dernieres en
composants responsables de l'effet anti-inflammattgls que les polyphénols, flavonoides,
tannins et vitamine C.

L’injection de 100ul de carragénine a 0,1% au nivéa la patte postérieure gauche
du rat, provoque une inflammation visible dans Witee qui suit cette injection, I'oedeme
augmente progressivement et atteint une intensgémale (7,15+0,24mm) au bout de 6h
chez le lot témoin traité par Nacl 0,9%«0,00).

L’extrait méthanolique d@bl etTa3, ne provoquent pas une diminution du volume
des cedémes des rats pendant les deux premiéressheependant de la 3éme heure on
remarque que l'extrait dda3 montre une diminution de volume de l'cedeme , peu

remarquable que I'extraitbl et le lot traité par le Diclofena€&igure 41).
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La deuxieme phase de I',edeme (1h30 a 3 heuresjiuesta la libération des
substances prostaglandin-like a savoir la brady&iet les leucotriénes. Au-dela de f4'%3
heure les prostaglandines sont synthétisées panaerophages tissulaired/@§ntanaet al.,
2009; Perazzet al., 2013. SelonCuzzoereat al. (1998, la phase tardive de la réponse
inflammatoire est liée a la migration des neutrlgshiet leur accumulation dans le site
enflammé, ou elles libérent des espéces réactwéexygene, des enzymes protéolytiques et
d'autres médiateurs. La mesure de I'oedéme estudoregcellent outil pour la quantification

de l'inflammation cutanée, induite par les agehtegistiques.

Peu de travaux ont concerné l'effet anti-inflamnratales extraits de truffes. Une
étude tres récente dgaddiq etal., 2016 a discuté et recommandeé claveryi comme un
reméde anti-inflammatoire contre les maladies amda D’autres études antérieures ont
montré généralement que les extraits les plantdesethampignons ont des effets anti-
inflammatoires Agbonon, 2000 ; Pham, 2006 ; Adu-Amaceifal., 20149.

Le Diclofénac utilisé dans notre expérimentatiopapent a la famille des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS). Ces molésutgissent primordialement sur les
médiateurs de I'inflammation en agissant directeérsan’ADN. Cette interaction induit une
inhibition de la transcription des génes cibles liqys dans la genése des signes
physiologiques de I'inflammation (cedéme vasodilatgtrougeur, chaleur)..

La pharmacopée concéde a la plupart des compos#®lfjues une activité anti-
inflammatoire Chika etal., 2012 ; Duru etl., 2013 ; Ibrahim et Fagbonun., 2013a ; Enrechi
et Nwodo., 2013

Pour cela, on pourrait penser que I'activité anfliaimmatoire de nos extraits serait
due aux polyphénols totaux, aux flavonoides et tanmins, et voire les caroténoides qu'ils
contiennent , et qui sont des antagonistes detdthise, des inhibiteurs de la
phosphodiestérase, des piégeurs de radicaux libilea été rapporté que les flavonoides,
antioxydants naturels, joueraient un réle tres irtgya dans le traitement des inflammations,
des tumeurs et des affections bactérienn€sunimeyet al., 1987 ;Mascolo etal.,1987 ;
Nassis efal., 1992 ; Uteshev dll., 2000 ; He etl., 2005 ; Ezeja eal., 2011 ; lbrahim &
Fagbonun., 2013a et 2013b ; Durwale2013)
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En outre, Les phénols et les flavonoides sont dapchneider et Buca2005 de
puissants inhibiteurs de la 12-LOX. Seldm et ses collaborateu(2006), I'acide gallique
et ses dérivés sont responsables de l'inhibitiohadivation du MAPK, et l'inhibition de la
fixation du NF«B, essentiels pour I'expression des cytokines pfiainmatoires telles que
I'histamine, TNFe et IL-6. De plus, les tanins ont la capacité dbehla phospholipase A2
ce qui conduit a I'inhibition des prostaglandingsdes leucotrienesGlaseret al., 1995 ;
Loboet al., 2010 ; Da Silveet al., 2009.

[1.3.2.L’effet des extraits méthanoliques des trufés sur les protéines sériques et
FNS du rat

D’un autre c6té, l'activitéin vivo de ces extraits des truffes a été assurée par le
dosage des parametres biochimiques sériquesmetiblégiques des rats.

Les résultats des dosages sériques effectuéssstats témoins, et les rats traités par
les extraits méthanoliques des truffes sont résutags lerableau n° 12

C’est en 1930, que William Tillet et Thomas Francig découvert la protéine C-
réactive qui réagit avec le polysaccharide C duuprezoque dans le sérum de patients
présentant une inflammation aigu&b(jj., 2002).

La Protéine C-Réactive (CRP) est un pentaméreqguelde 115 kDa chez 'homme,
et de 129Da chez le ra®€pys., 1988 La CRP exerce de nombreuses fonctions biologique
dont I'élimination des tissus endommagés, la rémrade la réponse inflammatoire,
I'activation du complément, I'opsonisation, le a@h de la phagocytose et la production de
cytokines anti-inflammatoiresBg@llou et al.1992 ; Cermak e#l.,1993, Du Clos., 2001,
Mold., 2002). Elle possede la propriété de se lier sélectargmaux bactéries pathogénes et
aux antigenes intracellulaires des cellules endogéemGeers etl., 2003.

C’est I'une des protéines positives de la réactndlammatoire, une protéine dont le
taux plasmatique augmente rapidement dans leeseun suivent une agression. En plus
elle est retrouvée dans le sang de nombreux védébmammiféres, oiseaux et quelques
poissons.de plus, une protéine possédant les mpropsétés a été décrite chez certains
invertébrés commé.imulus polyphemus par exemple Kurger., 1992 ; Watanabe., 1992 ;
Gillet., 2002

Elle est largement considéré comme l'un des indica de linflammation en

médecine humaine et elle été suggérée en tantigoaitgueur précoces et sensibles de la
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remarque que ces valeurs sont comparables entletsdsaités par les Terfez et entre le lot
référence de Diclofenac, ce qui traduit clairemksifficacité anti-inflammatoire de nos

extraits.

Nos valeurs des extraits méthanoliques des truffggaraissent meilleurs
significativement que les valeurs obtenues derdixéthanolique d&iziphus jujuba de in
Mansour.,(2016, ou cet extrait éthanolique présente cependarttux de CRPr de 635,5
png/ml qui est supérieur a celui du Diclofénacugtésieurs aussi au valeurs de nos extraits de
Terfez. D’apres I'expérimentation de quatorze @ees deDimitrov etal.,2014 la CRPr
atteint un taux élevé de 947,51 pug/ml chez les obéses par rapport a celle des témoins
(647,34 pg/ml).

La plupart des pathologies chroniques possedentem@osante inflammatoire. C’est
le cas de l'obésité, du diabete de type IlI, desadies cardiovasculaires et du cancer
(Hotamisligil., 2006. Les différentes études menées sur les effeteqisurs des polyphénols
et leurs métabolites dans ces contextes patholegignt montré que ceux-ci diminuaient les
marqueurs de l'inflammatiorGonzalez-Galleget al., 2010 et agissaient sur de nombreuses
cibles moléculaires au centre des voies de sigialis de I'inflammation $antangelet al.,
2007. De plus, il est maintenant connu que ces métaboexercent leur activité anti-
inflammatoire en agissaim vitro etin vivo sur I'activation du facteur de transcription NB-
(Santangelet al., 2007).

En plus des études menées chez 'homme sain ontréngue le suivi d’'un régime
riche en fruits et légumes était inversement céreglx marqueurs de l'inflammation (CRP,
IL-6) dans le plasma S@lasSalvadat al., 2009, que la consommation des tannins et
d’anthocyanes était associée a la diminution dx @& cytokines (IL-8, IL-13 et IFN-a)
circulantes Karlsenet al., 2007 ou encore que l'augmentation du pouvoir antioxydau
plasma di a une consommation de jus de fruits cdricétait associée a une diminution des
cassures de brins d’ADNN@ntz et al., 2006.Alors on parle de phytothérapie anti-
inflammatoire.

En ce qui concerne la mycothérapie ou Il y a 200 faénilles de champignons, il y en
a 2 a 3 000 qui sont comestibles, il y en a 20Gsqot connus et seulement une centaine ayant
des vertus thérapeutiques." Voila pourgu@an-Claude Second@014 conseille aux

personnes en bonne santé de complémenter leumaditioen en permanence avec des

)
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champignons frais, en poudre ou sous forme deegéluks truffes font partie de ces précieux
champignons qui sont riches en polyphénols, enspalharides, en caroténoides et en
vitamines, qui jouent un role préventif contres tealadies inflammatoire, infectieuses, et
méme cancéreusedteshev etl., 2000 ; He etl., 2005

La concentration en protéines totales (PT) dimisaesiblement dans les premiers
jours de la réaction inflammatoire, principalementraison de I'exsudation plasmatique qui
entraine une diminution d'environ 20 % de la cotragion en albumine et de la diminution
de la synthése hépatique d'albumii@or{ner etl.,1988 ; McNair etl.,1997)

L’albumine est une protéine (66 kDa), représentmtiron 60 % des protéines
plasmatiques, elle est exclusivement produitdeoéoie. En plus elle fait partie des protéines
négative de la réaction inflammatoire aigue, orlepalors d’hypoalbuminémie. Elle exerce
de nombreuses fonctions : action de ligand, prtgsiéde transporteur, fonctions
antioxydantes et enzymatiques. Elle controle lagpom osmotique, module I'inflammation et
influence les dommages liés au stress oxydeaifnjon., 201D

Les résultats obtenus du dosage de cette prot&omé mentionnés dans Teableau
n°12. D’apres les résultats obtenus, on note qu’il ya dimeinution remarquable du taux
d’albumine sériques chez les rats traité avec dd B®% a celui des rats témoins EO a
raison de 3,64+0,03g/dl, on peut expliquer cettpoajbuminémie par la présence d'une
réaction inflammatoire persistante chez ces ratssa§™ heure qui suivent I'administration
de I'agent phlogogéne.

Par contre on remarque que les lots traités avecDiofenac, des extraits
méthanoliqguegbl, etTa3, assurent une baisse comparable entre eux dutalalbumine
sériques chez ces rats ce qui témoignent l'efféitiaftaemmatoire important des extraits
méthanoliques deT.boudieri Thl de Tabelbala etT.arenaria Ta3 de Mécheria
comparativement au lot non traité de Nacl et es plussi I'effet anti-phlogogéne de ces deux
extraits qui est analogue au médicament de référBratofenac.

CependantEngler (1995 fait remarquer que la plupart de®A négatives sont des
protéines de transport. La diminution de leur cotregtion plasmatique conduit a
laugmentation de la fraction libre, active, degafids (vitamines, hormones, acides gras,

oligo-éléments) qui jouent un réle important danpltase de restauration cellulaire.
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leucocytes totaux, de neutrophiles segmentés esegmentes, de monocytes, d'éosinophiles
et de monocytes.

Au cours de l'inflammation, on observe généralememé hyperleucocytose. Les
endotoxines bactériennes par exemple stimulentddugtion d’IL-1 qui agit sur la moelle
osseuse pour augmenter la production de polynuetaeutrophiles (PNN) dont les formes
jeunes sont libérées dans le sang. Certaines chigesoéxercent un effet ciblé sur certaines
lignées de cellules sanguines : I'lL-8 sur le PNWBotaxine sur I'éosinophile, le MCP-1
(monocyte chemo attractant) sur les monocytes. €foist I'hyperleucocytose n’'est pas
constante dans les syndromes inflammatoidesn(etal., 1978 ; Jain., 1993 ; Pillai &i.,
200))

Pour les hématies, chez 'homme I'anémie n’appagafaprés trois a quatre
semaines d’inflammation et reste souvent modéréatre 8 et 11 g d’hémoglobine par
décilitre. Son intensité est en rapport avec laitgade I'affection. Habituellement elle est
normochrome et normocytaire mais devient microegtai I'inflammation persiste. Le taux
de fer sérique est abais$#dill & Batteux., 2003.

Dans notre cas, on remarque une chute signifeahivtaux des globules rouges chez
le lot traité avec du Nacl a 0,9% par rapport dudmoin EO, en revanche on remarque une
similitude des résultats entre les lots traitéscdes extraits méthanoliques de truffes et le lot
traité avec du Diclofenac qui ont subi un effondeatnmodéré en hématies que le lot traité
avec du Nacl a raison de ; 8,29+0,27 ; 8,97+0,81.8,74+0,67 pour le lot du Diclofenac,
Tb1, etTa3 respectivement.

Les plaquettes sont des éléments anucléées ducgantant, jouant un rble dans
I’'hémostase primaire et la coagulation plasmatidtieflammation étant reconnue comme un
facteur d’hypercoagulabilité (par I'intermédiaire hugmentation du taux de fibrinogéne) et
de thrombocytose du fait de 'augmentation de lagawéryopoiese sous l'effet de I'lL-6.
(Pottier et al),

Dans les conditions de notre expérience, on note hyperplaguettose significative
chez les lots de Nacl, du Diclofénac et les ldftds par les extraits des truffes par rapport a
lot EO, ce qui assure la séveérité de l'inflamnmatisurtout chez le lot traité avec du Nacl qui
atteint la maximale valeur de 987+39,2.
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Les autres lots traités avec le traitement de eéftm et les extraits des truffes
montrent un abaissement comparable des thrombopgiesapport au lot du Nacl ce qui
affirme l'efficacité des composés anti-inflammagoile nos extraits qui est semblable au

traitement de référence utilisé dans notre expéeien

Ces marqueurs hématologiques, cytologiques et innghes de I'inflammation
permettent de mettre en évidence I'existence dayerf inflammatoire, en plus d’assurer

I'efficacité ou non des anti-inflammatoires tesiés la sévérité d’'un processus inflammatoire.

D’aprés tous ces résultats, nous avons constatéag extraits constituent un totem
de substances d’activités diverses. Le fait queaxtimits aient exprimé simultanément leur
effet par rapport au Diclofenac pourrait s'expligpar la présence de substances actives dans
ces derniers qui ont de ressemblance de proppégisnacocinétique et pharmacodynamique
des composants actifs du produit de référence.
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On dit qu’ils seront a I'origine d’'un véritabkenouveau de la pharmacopée mondiale au
cours de ce siecle. Les experts parlent méme darBgolution non-verte» qui est la
mycothérapie. Cette science est aussi vieille duamime mais c’est juste ces dernieres
années que leur importance dans le domaine defé pablique est trés accentuée grace aux
thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diverst® propriétés biologiques est liée
certainement aux vertus thérapeutiques attribuéaseagamme extraordinaire de molécules
bioactives synthétisées par le champignon, et gissant non seulement comme des agents
chimique contre les maladies et les prédateurs emasi comme des agents médicinaux tels
que les antioxydants, anti-inflammatoires, antidtafues, immunomodulateurs et anti-
cancers.

L’objectif primordial assigné a cette étude estvdl@ation de la composition en
métabolites primaires et secondaire et la détetioimades propriétés antioxydante, anti-
microbienne et anti-inflammatoire des extraits raétiligues de quatre espéces d’'un
champignon comestible médicinal algérien la truftedésert ou Terfes3 ¢rfezia boudieri,
Terfezia claveryi, Terfezia arenaria et Tirmaniaved) récoltées de différentes régions du
Sud-ouest Algérien.

Dans un premier temps, I'analyse phytochimique tjteive de ces extraits de truffes
a mis en évidence la richesse en composés du niétabgrimaire et secondaire de I'espece
T. boudieride Tabelbala suivie pdr. arenariade Mécheria par rapport aux autres espéeces
étudiées. Cela confere aux truffes de ces régemsrenommeée comme excellente source de
protéines, de lipides, de vitamines et de minéraomparées a d'autres champignons
comestibles et méme a d’autres truffes des paygsngotomme nous cité précédemment.

D’autre part, nos extraits des différentes truffeespectées montrent un pouvoir
antioxydant trés important ou I'extrait de boudieriinhibe a 90% le radical libore DPPH a
une concentration de 1mg/ml suivi par celuiTearenariaqui inhibe a 77,82% ce méme
radical et a la méme concentration. En outre, eex @xtraits montrent un pouvoir réducteur
important déterminé par la méthode de FRAP et sjuagribué principalement aux composeés
bioactifs contenus dans ces espeéces.

Par ailleurs, on remarque que le facteur région, (anat) n’influence pas la
composition biochimique des Terfess méme s’ils dppment a différentes espéces. Par
contre, les composés du métabolisme secondaireirdugncés par le facteur de la plante
héte comme c’est le cas dieniveaetT. claveryide la région de Chellala.

L’activité antimicrobienne des extraits de Terfedisigée contre douze souches

bactériennes et deux souches fongiques, montre deuvoir circonscrit aux bactéries ;
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aucune inhibition n’est décelée contre les soufhegiques testées. On a constaté aussi que
les bactéries Gram positif sont toutes sensiblégypersensibles a nos extraits, sauf pour
Entérococcus feacalis, Actinobactés entérobactéries et lBseudomonaqui montrent une
résistance. La mise en évidence de cette activalédique révele un pouvoir antibactérien
intense dd. nivea(Tin2) et deT. boudieri(Tb1). Ces activités sont dues probablement a leur
richesse en protéines, polysaccharides, polyph&b@s vitamines. En définitive on peut dire
gue la variation de la composition biochimique desffes détermine les propriétés
antimicrobiennes observées.

L’étude de l'activité anti-inflammatoire in vivo sues rats Wistar a révélé que
'administration des extraits méthanoliquesTdéoudieri(Tb1) etT. arenaria(T a3) par voie
intraveineuse prévient de facon significative 'eadéde la patte induit par la carragénine a
1%. Ceci montre que les deux extraits de truffev@pgoient des diminutions d’cedemes des
pattes comparables a celle du Diclofenac avec dascentages d’inhibition de 76,97% et
81,9 % a la 8" heure pour une dose de 400 mg/kg respectivement.

Pour le dosage des protéines de l'inflammation, exsaits de truffes montrent
similairement a l'effet de Diclofénac, une augméntalégére de la CRPr et une diminution
du taux de I'albumine sérique par rapport a I'éétal. De plus, on assiste a une diminution
remarquable des leucocytes, des hématies et dgsefties par rapport au lot traité avec du
Nacl 0,9%. Cela confirme clairement l'efficacité&ianflammatoire de nos extraits, similaire
celle obtenue avec le traitement de référence.

La présente étude montre I'existence d’'une coicélagntre la teneur en polyphénols
totaux et le bon pouvoir pharmacologique exhibéqear extraits de truffes. On note que nos
extraits bruts contiennent un grand nombre de roétab secondaires différents. Ces derniers
peuvent trés probablement présenter une fois isslgsurifiés une activité antioxydante,
antimicrobienne, et anti-inflammatoire plus impat&s. IlIs peuvent aussi sous une forme
complémentaire présenter une synergie pour les saoiwités.

L’ensemble de ces résultats permettent de valoleseproduits de notre terroir par
rapport a la recherche des substances et sourteslles biologiguement actives. Des études
complémentaires, précises et approfondies resepencant nécessaires pour explorer en

profondeur nos résultats et confirmer les effetemis.
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De nombreuses perspectives peuvent donc étre ggesat se résument comme suit:

» Elargir I'étude aux fractions des extraits et cos#@sovolatiles de ces truffes,

» Utilisation de techniques avancées pour l'isolementlidentification des
principes actifs responsables des effets thérapes|

» Ultiliser des cultures cellulaires ou des cellulgsl@es in vitro pour estimer
I'activité antioxydante et anti-inflammatoire et nfomer les résultats
précédents.

» Evaluation in vivo dautres activités biologiques savoir [l'activité

antidiabétique, antitumorale, immunomodulatrice, et

Le Terfess a dans le passé et continu de nos jaurayers ses multiples usages, de
réveler son importance médicinale, environnemeng®nomique, et sociale en Algérie.
Cependant, la méconnaissance dont il fait I'objeink I'éventuelle exploitation de sa
richesse thérapeutique dans des industries aliiner@gapharmaceutique et la possibilité de
créer des Terfezicultures. A cet effet il serai€iassant de mettre en place des programmes
de recherche permettant d’exploiter dans le vaateai@ algérien ces aliments fonctionnels

riches en protéines, en minéraux, en vitamines ebeposés thérapeutiques incontestables.
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Annexe 01 : Caractéristiques, des escocarpes, asglet escospores de quelques espéces

des Terfez
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Annexes 02 : La liste des réactifs, des produits ithiques, de la verrerie et des
équipements
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Réactifs et produits chimique

lodure de potassium ( Kl)
L'iode ( 1)
Hydrate de chloral, ou

trichloracétaldéhyde monohydrate

Ether de pétrole

chloroforme

Dichlorométhane

Méthanol

Ethanol

Acétate d’éthyle

Sérum albumine bovine (BSA)
Carbonate de sodium (M2Os)
Soude (NaOH)

sulfate de cuivre (CuS®
tartrate double de sodium et de
potassium

Réactif de Folin ciocalteu
Phénol

acide sulfurique (H2S04)
Glucose

phénolphtaléine

Ammoniac (NH3)

Quercétine

Vanilline

bisulfite de sodium (NaHSO3)
Acide ascorbique

l'acétate de sodium (GBOONa)
Catéchine

DPPH

HNOs Acide nitrique,

Eau oxygénée (3D,
carbonate de sodium MNaO;
I'acide gallique

nitrite de sodium (NaNg)
chlorure d'aluminium (AIG).
Alcool isoamylique
magnesium

I'alcool amylique

chlorure ferriqgue (FeG)
Disques antibotiques :

Ampicilline, Tetracycline,Enrofloxacine

,Acide Nalidixique , Colistine,
Amoxicilline, Néomycine

8666999999 %0505 666%9%9% 9908608

Verreries et équipements

Ballon

Bécher

Bocal

Boite de Petri

Colonne de Vigreux
Compte-gouttes
Cornue

Cristallisoir

Cuvette

Décanteur
Dessiccateur
Entonnoir

Erlenmeyer

Extracteur de Soxhlet
Pipette Pasteur (micro-pipette)
Tube a essai

Verre de montre
Spectrophotométre UV-Vis
bain marie (MEMMERT),
pH métres (Hanna)
autoclave

incinirateur
Rotavapeur

agitateur magnétique (SCILOGEX),

vortex (VELP), centrifugeuse
réfrigérée (ROTINA 420 R —
HETTICH),

Balance (OHAUS)




-Autoclave(WISEBATH- -incinirateuWISEBATH)-

-Hotte (MUMMERT,] -Incubateur MUMMERT)-

-bain marig WISEBATH)- -PH métre (Hanr)-
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Annexe 04: les gammes étalonnages des différentsdges éffectués

v=0,0043x+0,0759
06 1 R?=0,9765

05
04 -

03 -

bsorbance a 765

01 ®

-Gamme étalonage acide gallique pour le dosage des polyphénols-

06 -
y=0,0046x-0,0118
R?=0,9939

=
e

[=]

absa 510nm
L

[=]

[

=
[

20 40 60 B0 100 120

01 -

08 -

07 - y=84143x+0,2135
R®=0,9471

Doad92nm

01

0 : : . : : :
a 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

-Gamme étalonage glocose pour le dosage des sucres-

0,09

v=0,0001x+0,0126
0,08 -

R*=0,8077

0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -

DOa 515nm

0,02
0,01 -

0 T T T T T 1
Q 100 200 300 400 500 600

concentration mico g

-Gamme étallonage quercétine pour le dosage des flavonoides-

02 -
¥=0,002%+ 0,0811
R*=0,9914

0,18

0,16 -
0,14 -
0,12 -
01 -

0,08 4

absorbance a 550nm

0,06
0,04

0,02 A

-Gamme étalonnage catéchine pour le dosage des tannins-

y=0,001x+0,1181

0,2 R*=0,9886

absa 700nm

0,05

0 T T T T T 1
Q 20 40 &0 &0 100 120

concentration pg/ml

-Gamme étalonnage vitamine C pour le dosage de I’acide ascorbigue- -Gamme étalonnage vitamine C pour le test de FRAP-
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Les résultats aprés 30 min d’incubation a T® ambiante et a labri de la lumiére du radical
DPPH en présence de "extrait de truffe i différentes concentration

gamme etalonnage de la vitamine C pour le test de FREAP
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les résultats de teste FRAP en présence de I'extrait 4 différentes concentration

préparation des milieux de culture

Ces miliewx oni £ié prépareés conformement aux recommandations du fabricant, ensuite autoclavées pour
la stérilisation
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Résumé

La truffe du désert connue sous le nom vernaculdileTerfess», est un champignon rare de bizard®iéa nature qu
appartient a la famille desscomycota. Il est récolté, consommé et utilisé en ethnomi@gedepuis I'antiquité

Cette étude a pour I'objectif de déterminer la tenem métabolites primaires et secondaires et diéval'activité
antioxydante, antimicrobienne, ainsi que le po&ntnt-inflammatoire des extraits méthanoliques des aspesalesséchés
quatre egeces de Truffes récoltées de trois régions diffése du Su-ouest algérienTerfezia boudeiri qui provient de
Tabelbala-Béchar montre une richessgritionnelle ave 13,32+0,14% de protéine§,8+0,173% delipides, 6,25+0,11% de
sucres et 7,25+0,55% dwinéraux, comparativement aux autres espTirmania nivea et Terfezia claveryi de Chellala, et
Terfezia arenaria de Mecherial’estimation quantitative des flavonoides, desrtande la vitamine C, des caroténoides ef
phénols totaux a montré ques lextraits méthanoliques sont riches en ces commposgr des proportions différentes entres
quatre especes ouuboudieri montre toujours une prépondérance en polyphénads ¢anins avec respectivemé3.62+ 0,26
mg EAG/g et 12,42+ 0,10 mg EQ/g MBourT. arenaria et T. Claveryi, la premiére présente la plus forte teneur erofiaides
(19,44 £ 0,30 mg EC/gt la deuxieme la plus forte teneur en caroténd1,83+0.04 mg/ml)Par contre Tin2 montre la riches
absolue en vitamine C par rapport aux autres esgggd®es. L'évaluation du pouvoir antioxydant |gatest DPPH et celide
FRAP a indiqué que l'extrait d&. boudeiri présente une activité antioxydante de 90% &dacentration de 1 mg/r
contrairementux autres espéces qui montrent une activité medsre42,06 et 77,82% la méme concentratioLes résultats
de Il'activité antimicrobienne des extraits méthamas des truffes sur douze souches bactérienrdeux souches de levures
mettent en évidence une forte inhibition surtouttom les bactéries Gram+ avec un diamétre qui vi€0,3+0,34 a 30+0,2
mm. En revanche ils ont une activité modérée-a-vis les bactéries Granet aucun effet sur les levu. L'évaluation de
I'activité anti-inflammatoirein vivo des extraits diT. boudieri et T. arenaria montrent une inhibition de I'oedéme de la p
induit par la carragénine chez les rats Wistar awretaux moyen d80 %.De plusune augmentation légere de la CRPr et
diminution du taux de I'albumine sérique par rapp@rl’état initial, ainsi une diminution remarquebdles leucocytes, d
hématies et des plaquettes par rapport au loé teaiec du Nacl 0,9.La différence eng ces valeurs et les valeurs obtenus
I'anti-inflammatoire de référence est statistiquementsignificative. En définitive,es truffes peuvent étre recommandpour

leurs vertus nutritionnelles et thérapeutiques irgds

Mots clés: truffes, Tirmania, Terfezia, principes nutritionnels, activité antioxydantestiwté antimicrobienne, rat Wistal

activité anti-inflammatoire.
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