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Introduction

Introduction

L’arboriculture fruitiére fait partie intégrante de la vie économique et sociale de
I’ Algérie dont la mise en culture de plusieurs especes a été favorisée par sa géographie et
ses conditions pédoclimatiques trés diversifiés permettant une production fruitiére tout au
long de I’année. (Bachi, 2012).

Le Figuier, plante originaire du Moyen Orient et dans plusieurs régions, surtout
celles du bassin méditerranéen. La figue, (dont son nom botanique : Ficus carica) présente
une richesse nutritionnelle notamment par son apport en glucides, fibres, acides aminés
essentiels, vitamines et minéraux (Sadhu, 1990). L’utilisation traditionnelle des diverses
parties du figuier présente des vertus médicinales importante (Rubnov et al., 2001).

La production nationale des figues en 2018, est estimée a 606 700 Qx et la
production des figues séches est de I’ordre de 31 200 Qx faisant d’elle, la quatrieéme
culture fruitiére apres ’olivier, le palmier dattier et I’agrume en Algérie. L’ Algérie produit
des figues en quantité importante spécialement la région de la Kabylie (Bejaia et Tizi-
Ouzou) et Sétif (MADR, 2019). Ces chiffres font donc de 1’Algérie le troisieme pays
producteur de figue aprés la Turquie et I’Egypte (FAO, 2015).

La figue fraiche est tres rapidement périssable a température ambiante. (El khaloui
2010). Le séchage est elaboré afin de prolonger leur durée de vie en réduisant sa teneur en
eau (Vinson 1999).et s’effectue soit par méthode traditionnelle ou dans des séchoirs
mécaniques (Karathaanos et Belessiotis, 1997).

La présence de moisissures filamenteuses et de toxines dans la figue séche
influence fortement 1’aspect qualitatif et sanitaire de cette derniére notamment par la
contamination en mycotoxines qui sont des toxines du métabolisme secondaire de certaines
espéces de moisissures pouvant étre nocives a la santé humaine. Les AFs et OTA sont les
mycotoxines les plus fréquentes et font ainsi I’objet d’un contrdle régulier. Toutefois, la
présence de moisissures au sein d’un aliment ne signifie pas forcément la production de
mycotoxines. La mycotoxinogenese est un phénomeéne d’une grande complexité dont les
conditions optimales dépendent d’une combinaison des facteurs température et humidité
dont leur étude nous aidera a contrdler la production des mycotoxines au cours du stockage
de ces denrées alimentaires en I’occurrence la figue et la figue seche.

C’est dans ce sens que notre travail s’inscrira a la recherche de souches fongiques

mycotoxinogénes notamment la production d’OTA trés abondante dans la figue séche.



Introduction

Notre travail sera présenté comme suit : Une premiere partie résumant la recherche
bibliographique effectuée afin de présenter au mieux I’intitulé de notre travail suivi
notamment de la partie expérimentation qui aura pour objectif principal I’isolement et la
purification de souches de moisissures possedant le caractére de production de mycotoxine
bien defini au nom d’OTA donc potentiellement ochratoxinogénes a partir d’échantillons
provenant essentiellement des quatre coins de la Wilaya de Béjaia pour une
représentativité des échantillons et assurer la fiabilité des résultats obtenus, ainsi de 1’étude

faite.
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Chapitre 1 Généralités sur la figue et la figue seche

. LEFIGUIER :

Le figuier commun au nom scientifique (Ficus carica L.) dont la région
méditerranéenne est une zone caractéristique a cette espece, devenue une tradition a travers
sa culture et son utilisation ancestrale.

En Algérie, la culture de ce fruit est d’une importance socio-économique
fondamentale, d’autant plus qu’est considérée par le passé comme étant un critére de
sédentarisation des populations (Bouzidi L, 2012).Le figuier Algérien caractérisé
notamment par une multitude de variétés locales auxquelles plusieurs appellations sont
attribuées et ce, en fonction des zones et des localités (Hadj Sahraoui, 2014).

Le figuier, étant un arbre fruitier de I’ordre des Rosales et de la famille des Moraceaes,
abrite plus de 1400 espéces calcées répartis en environ 40 genres (Watson et Dallwitz,
2004). Selon le Codex alimentarus (2006), le figuier commun Ficus carica est la seule

espéce décrite productrice de fruits comestibles.

1. Caractéristiques botaniques :

Le figuier, arbre dioique de formes male (caprifiguier) et femelle (figuier commun)

pouvant supporter jusqu’a deux a trois cycles de fruits par an. Le caprifiguier abrite

’insecte a 1’origine de la pollinisation, Blastophaga psenes, sous forme de larve au niveau

des ovaires des fleurs femelles et assure par conséquent la production du pollen
responsable de la reproduction (Valizadeh et al., 1987) (Hossaert-McKey et al., 1993).

Le figuier commun, produisant que des graines ; ses fleurs males sont stériles
(Khadari et al., 1994).

2. Habitat et répartition géographique :

Le figuier est un arbre originaire du bassin méditerranéen oriental et de I’ Asie, devenu
couramment cultivé dans tous les pays tropicaux et subtropicaux (Stover, 2007). Servant
également de source commerciale importante dans certaines parties des Etats Unis, en
Chili, en Inde,....(Chawla et al., 2012). Etant peu exigeant et trés tolérant pouvant
s’adapter a plusieurs conditions climatiques, le figuier posséde également la capacité de
produire longtemps. Cependant, il est intolérant a I’ombre (Jeddi, 2009).

En Algérie : Selon les statistiques du MADR, une superficie de 46 935 ha est réservée

a la culture du figuier représentant ainsi un taux 5,70 % de la surface occupée par les
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plantations en Algérie apres ’olivier, le palmier et les agrumes abondamment réparties

dans les willayas de Béjaia, Tizi-Ouzou et Sétif (MADR, 2019).

3. Usage et propriété :

Certaines parties de la plante comme I'écorce, les feuilles, les fruits, les graines et le
latex procure un effet thérapeutique et medicinal important. Le fruit, pouvant étre
consommeé frais ou sec, est tres nourrissant et peut servir comme produit industriel (Jeddi,
2009). En médecine traditionnelle, I’emploi fréquent des racines autant que traitement du
leucoderme et des fruits a caractére doux, pour ses propriétés purgatives et une activité
anti-inflammatoire. 1l a été aussi rapporté que Ficus carica possede également des activités

antioxydante, antivirale, antibactérienne, hypoglycémique (Baby, 2011).

1. LAFIGUE :

La figue, fruit ancestral, est commercialisée sous forme fraiche ou seche. Le taux de
glucides élevé pour la figue séche, obtenue uniquement par pollinisation, tandis que les
figues fraiches sont produites a partir de variétés parthénocapriques sans pollinisation
(Westerkamp et Gottsberger., 2000 ; Lev-Yadun et al., 2006).

1. Description du fruit :

La figue est un fruit charnu, en forme d’urne dont I’ouverture appelé ostiole est
hermétiquement fermée par des bractées ne s’écartant qu’a maturité. Intérieurement, la
figue est tapissée de plusieurs centaines, parfois de milliers de fleurs majoritairement

femelles. (Pesson et Louveaux, 1984).

Figure 1 Photographie des feuilles de figuier et d’une figue (Bachi, 2012).
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Les caracteres morphologiques souvent influencés par les conditions du milieu (climat,
composition du sol) permettent une identification précise en fonction des critéres suivant :
taille, forme du fruit et de la feuille, couleur de I’épiderme, etc. (Khadari et al., 1994)
(Nieddu., 2005).

Les figues sont divisées en deux catégories : Les figues blanches, se caractérisant par

un épiderme vert ou vert jaune, et une pulpe rouge assez sucrée. Les figues colorées

(noires) se caractérisent quant a elles par un épiderme rouge-violet, rouge-brun ou noir et
une chair plus ou moins foncée (Khadari et al., 1994).

Le lexique botanique ne décrit pas la figue autant que fruit, s’agissant en fait d’un
réceptacle charnu, le synconium (vrai fruit) contenant les fleurs qui, mdres, deviennent
comestibles. La figue est enveloppée par une pellicule, et posséde une pulpe composée

d’un réceptacle renfermant les graines (akénes), un ostiole (opercule) et d’un pédoncule.

2. Formation et maturation de la figue :

La figue est un ensemble de fleurs males et femelles jumelées dans une structure
végétale commune présentant un ostiole. Le type du figuier est indiqué en fonction de la
disposition de ces fleurs (Vidaud, 1997).

L’insecte Blastophaga psenes assure la pollinisation qui se reproduit dépendamment

de la fructification du figuier créant un rapport de dépendance mutuelle (Valdeyron et al.;
1998). Ne distinguant pas entre les fleurs longistyles femelles et les fleurs brévistyle males,
cause une pollinisation involontaire aprés passage par les longistyles et pont ses ceufs sur
les brévistyles (Pontappidan, 1997).

Ce cycle de développement dure environ deux mois donnant un fruit qui arrive a

maturité en fin d’été ou en automne d’ou le nom figues d’automne. A ce stade les fleurs

femelles ne produisent pas que des graines mais aussi permettent la formation de
réceptacle charnu de qualité gustative. (Valdeyron et al ; 1998).

3. Criteres de classification :

A. Selon les criteres morphologiques : Les figues ont des formes et colorations

diverses. Selon la forme on distingue les fruits oblongs, pyriformes ou rondes. Pour la

couleur, les fruits peuvent varier du violet, noire, verte, rouge et brune. (Vidaud, 1997).
B. Selon la comestibilité du fruit : On distingue d’une part, les figues comestibles

a graines appelées aussi figues domestiques regroupant deux variétés des figues

d’automne ou des variétés dites Uniferes et les variétés pouvant fournir deux a trois
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générations annuelles dites Biféres (Vidaud, 1997). D’autre part, il existe d’autres types de
figuier appelés les caprifiguiers ne produisant ni graines ni fruits comestibles mais que du

pollen qu’est un vecteur polinisateur (Somon, 1987).

4. Composition chimique :

La figue est un fruit, qui, par ses composants chimiques notamment son taux élevé en
glucides, pauvre en proteines et en quantité négligeable en lipides, posséde une influence
particuliére sur les propriétés organoleptiques, et par conséquent la valeur nutritionnelle et
biologique du fruit (Kolesnik et al., 1987).

La composition moyenne de la figue est illustrée dans le tableau I (Favier et al., 1993).
Par ailleurs, la figue procure un apport trés conséquent en minéraux et présente des teneurs
trés appréciables en calcium et magnésium. Etant aussi une trés bonne source d'oligo-
éléments tableau Il (Favier et al., 1993). Aprés séchage, la figue devient un aliment
concentré et energétique. (Vinson, 1999).

Tableau I : Composition et valeur nutritive de la figue fraiche et seche (Favier et al.,

1993).

Composition (g/100 g) Figue fraiche Figue séche
Eau 79.5 25
Protéines 0.9 3.2
Lipides totaux 0.2 1.2
Glucides 13 53
Fibres alimentaires 2.3 8

Tableau 11 : Composition en éléments minéraux de la figue fraiche et seche (Favier et al.,

1993).

Minéraux (mg/100 g) Figue fraiche Figue séche
Sodium 3 14
Potassium 232 770
Calcium 60 160
Fer 0.78 2.5
Phosphore 0.26 71
Magnésium 18 62

1. LA FIGUE SECHE :

La figue seche est le produit des fruits secs mirs de Ficus carica apres procédé de

séchage. C’est une source de nutrition importante pour les humains (FAO, 2010).




Chapitre 1 Généralités sur la figue et la figue seche

1. Elaboration de la figue séche :

Le principe de base du séchage des figues constitue en la réduction du taux d’activité
de I’eau empéchant le développement des microorganismes et inhibant ainsi leur capacité
d’altération, il s’effectue soit artificiellement dans des séchoirs ou exposées au soleil au
moyen de 1’énergie solaire. (Abene et al., 2005).

La qualité de la figue séche est étroitement liée a 1’état de maturité des figues. La date
optimale de récolte est déterminée en fonction de la couleur et de la fermeté du fruit. Les
figues destinées au séchage doivent étre cueillies a 1’état trés mres et récoltées par temps
sec et chaque variété doit étre cueillie séparément selon ses aptitudes a la dessiccation. La
figue parfaitement mdre se flétrit, son port n’est plus érigé, la peau est légeérement
craquelée ; le pédoncule d’abord turgescent et blanc laiteux, devient sec et translucide. La
figue se détache plus facilement avec son pédoncule contrairement & une figue
insuffisamment mure. Cet état de maturité avancé est impératif pour 1’obtention des figues

séches de bonne qualité (Ouaouich et Chimi, 2005).

2. Séchage et conservation :

La figue, consommeée fraiche en été (Guvenc et al., 2009), est un fruit trés fragile et
rapidement périssable a température ambiante (EI Khaloui, 2010). Les variétés a peau
noire et violette sont consommeées a 1’état frais, tandis que les variétés a peau verte sont
celles destinées au séchage (Ouaouich et Chimi, 2005). L’étude des conditions de
stockage des figues est primordiale en vue de sa sensibilité a la prolifération microbienne
méme a basse température de stockage afin d’allonger sa durée de vie (Martinez-Garcia
et al., 2013) d’ou I’intérét du séchage ou de la mise en conserve (Deborah et Stéphanie,
2008), permettant aussi la valorisation du produit en absorbant le surproduit (Mamouni,
2002). Les figues pollinisées sont les seules concernées par le procédé de séchage d’ou
I’intérét de la caprification (Mamouni, 2002; Oukabli, 2003), les figues a peau fine sont
les plus recommandées (Gamero, 2002) tandis que les figues a fleurs et celles d’automne
sont destinées a la consommation en frais (Mamouni, 2002).

A. Séchage traditionnel (au soleil) : méthode de conservation traditionnelle
permettant 1’obtention de figues séches avec de moyens simples avec codts reduits et
possédant des propriétés organoleptiques tres agréables (Sen et al., 2010; Faleh et al.,
2012). Les figues sont étalées en monocouche au soleil et sous des conditions favorables
(El Khaloui, 2010) a I’air libre (Oukabli, 2002) sur différentes surfaces, sol en terre battue,

sur les terrasses (Jeddi, 2009), que I’on recouvre impérativement durant la nuit pour des
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raisons qualitatives de séchage et d’hygiéne tout en veillant a retirer celles suffisamment
séchées afin de finaliser le séchage a I’ombre et dans un endroit trés aéré (Gamero, 2002).
Un aspect bien souple, des pulpes fines et une consistance mielleuse ainsi que le maintien
de la forme apres pression entre pouce et index indiquent la finalisation du séchage
(Gamero, 2002; EI Khaloui, 2010). Ce procédé ne permet aucune maitrise de certains
parameétres et de facteurs nuisibles faisant du produit final un produit de qualité réduite sur
le plan hygiénique et nutritif (Jeddi, 2009; EI Khaloui, 2010).

B. Séchage moderne : De nos jours, certaines techniques modernes permettent une
production élevée de figues séches se basant sur des systemes de séchage mécaniques a
I’air chaud (Babalis et al., 2006). La cinétique de séchage de convecteur dépend de
plusieurs facteurs et des propriétés thermodynamiques de I’air (la température, I’humidité
et la vitesse de flux d’aire) (Martinez-Garcia et al., 2013). Les étapes de séchage sont :

e Réception : Les figues sont pesées a la réception et une identification des variétés est
obligatoire afin de s’assurer de la qualité des fruits réceptionnés (Ouaouich et Chimi,
2005).

e Triage et calibrage : Le triage se fait manuellement sur tapis d’inspection et permet

la suppression des figues impropres a la consommation, peu mdres, abimées. Le calibrage
est I’obtention de fruits de méme calibre (méme volume, méme densité) afin d’assurer
I’uniformité (Ouaouich et Chimi, 2005).

o Nettoyage et lavage : Le fruit est soigneusement nettoyé et lavé afin d’¢éliminer toute

trace de contamination ou de souillure (OQuaouich et Chimi, 2005).

e Blanchiment : a pour but de nettoyer la peau en éliminant la poussiére qui souvent, la
recouvre, les traces de latex qui rendent le fruit collant et rend aussi la peau plus permeable,
ce qui facilite le séchage. (Ouaouich et Chimi, 2005)

o Séchage : Le séchage est réalisé dans des séchoirs mécaniques dans une enceinte
fermée, permettant de maitriser les parametre de séchage, d’optimiser I’énergie et d’assurer
au produit les normes d’innocuité et de qualité requises. Ce dernier possede plusieurs
avantages dont les plus importants sont : Le séchage indirect du produit avec de 1’air
ventilé évitant la dégradation de ses composants sensibles aux photons, une qualité
excellente du produit séché fini, le séchoir utilise 1’énergie du soleil le jour et du fuel la
nuit évitant la réhydratation du produit pendant la nuit et enfin une facilité de construction
a faible cout d’installation. (Ouaouich et Chimi, 2005 ; Jeddi, 2009 ; EI Khaloui, 2010).
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Immédiatement aprés 1’opération de trempage, les figues sont étalées en monocouche
sur des claies qu’on superpose dans I’enceinte du séchoir (EI Khaloui, 2010). Un systéme
de ventilation alimenté par des cellules solaires permet de propulser 1’air chaud dans les
différentes parties du séchoir (Ouaouich et Chimi, 2005; ElI Khaloui, 2010). Le
coefficient efficace de la diffusion d'humidité des figues augmente avec la température de
I'air (Martinez-Garcia et al. 2013). La température de séchage est fixée entre 60 et 65°C
(El Khaloui, 2010), mais la premiere phase du séchage doit se faire a des températures
inférieures a 45°C (Gamero, 2002). Les claies sont de temps en temps retirées et
retournées afin d’améliorer les conditions de séchage. L’opération dure environ 3 heures,
aprés quoi les figues acquiérent la couleur jaune dorée désirée. Toutes les larves sont

également tuées lors de cette opération (EI Khaloui, 2010).

e Triage aprées séchage et Conditionnement :

Une fois séchées et refroidies, les claies doivent étre retirées du séchoir une a une
(Faleh, 2012). Un contrdle, un triage et une élimination des fruits grillés et trés secs sont
établis (Jeddi, 2009). Le procédé est suivi d’un pesage et d’une mise en emballage
alimentaires a base de polyéthyléne ou de polyvinyle des figues séchées (Ouaouich et
Chimi, 2005; Jeddi, 2009), des pellicules cellulosiques (cellophane), ou des emballages en
papier et carton (Ouaouich et Chimi, 2005). Les figues séchées sont définies comme
étant des produits stables pendant leur durée de conservation suite a la diminution de
I’activité de ’eau mais des problémes provenant de la formation fréquente de mycotoxines

suites a certaines contaminations (Sen et al., 2010).
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LES CHAMPIGNONS :

|.Historique et évolution :

A la fin du XXe siécle, les mycologues utilisaient la taxonomie des champignons de
Takhtadzhian (Takhtadzhian, 1991), dans laquelle le regne Fungi était composé de deux
phyla — Myxomycota (ou moisissure visqueuse) et Eumycota (ou vrais champignons)
(Holiachuk et Kosylovych, 2021).

L’évolution de la biologie moléculaire au cours des quinze derniéres années, le regne
Fungi a inclus de sept phylums (Hibbett et al., 2007) a dix-huit phylums (Tedersoo et al.,
2018) et par la suite dix-neuf phylums (Wijayawardene et al., 2020).

I1. Caractéristiques et classification:
Les champignons, appelés aussi mycétes, sont des organismes eucaryotes uni ou
pluricellulaires incluant des espéces macroscopiques (macromycetes) et microscopiques

(micromycetes), d’aspect filamenteux ou levuriforme. (Chabasse et al., 2002).

1. Caractéristiques cytologiques :

D’un point de vue cytologique, les champignons sont connus par la présence d’une
paroi formée principalement a 80% de polysaccharides, notamment des glucanes et de la
chitine. L’ergostérol est le principal constituant de leur membrane cytoplasmique, cible de
plusieurs antifongiques polygéniques.(Chabasse et al., 2002) proferant une protection

contre des agressions du milieu extérieur (Nwe et Stevens, 2008).

J
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Figure 2 Schématisation de la structure de la paroi fongique (Nwe et Stevens, 2008)

2. Reproduction des champignons : Les champignons assurent un pouvoir de
propagation et de contamination considérable suite & une génération de spores issues par
voie de reproduction sexuée ou asexuée, qui est un critére de base de leur classification.
(Chabasse et al., 2002).
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A. Reproduction asexuée "Anamorphe’ : Ce mode de reproduction asexuée chez les
champignons est assuré par le bourgeonnement, fission binaire, fragmentation, ou par
formation de conidies (Alexopoulos et al., 1996).

B. Reproduction sexuée ""Téléomorphe™ : La reproduction sexuée (ou la téléomorphe)
fait intervenir la rencontre de filaments spécialisés (plasmogamie), la conjugaison des
noyaux (caryogamie) et enfin une méiose suivie d'une ou plusieurs mitoses suivis par la
génération de conidies (Deacon, 2005). Voir figure 1 en annexe 1.

3. Mode de vie des champignons :

Les champignons sont qualifiés comme étant ubiquitaires établissant des interactions
avec les diverses especes allant du saprophytisme au parasitisme, en passant par le
commensalisme, ou encore aident a des phénomenes de symbiose, ce qui explique la
coévolution avec ces espéces (animaux et végétaux). (Chabasse et al., 2002).

4. Toxinogenése des champignons :

La production de ces toxines peut entrainer une intoxication alimentaire ou de
mycotoxicoses suite a I’accumulation de ces substances dans des végétaux ultérieurement
consommeés par I’homme ou I’animal. (Chabasse et al., 2002). Le développement des
champignons (moisissures) sur les denrées alimentaires peut provoquer leur détérioration,
ce qui entraine une baisse qualitative et hygiénique de ce dernier (Botton et al., 1990 ;
Girardin, 1997; Sautour, 2002).

5. Moisissures et alimentation :

Durant le stockage et le transport des produits destinés a 1’alimentation en général et
les fruits saisonniers stockés en particulier, une prolifération importante des micromycétes
a leurs surfaces est souvent constatée.

A. Moisissures dans la figue séche : La figue, fournit un écosystéme favorable a la
prolifération des moisissures notamment les espéces du genre Aspergillus.

a) Généralités sur les Aspergillus : Les Aspergillus sont des microorganismes
cosmopolites, omniprésents, pouvant se développer sur plusieurs substrats dont la matiere
organique en décomposition, sol, compost, fruits secs, arachides, céréales... (Morin et al.,
1994; Aleksic et al., 2017).

b) Taxonomie et classification :

Ces moisissures appartiennent a 1’embranchement des Ascomycota, Classe des

Eurotiomyceétes, Section des Eurotiales, & la famille des Trichocomaceae renfermant 56
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genres. Le genre Aspergillus comprend 250 espéces (Raper et Fennell., 1965 ; Peterson
et al., 2000 ; Samson et Varga., 2010; H. Kaya-Celiker, et al., 2015). Le genre
Aspergillus comprend plusieurs sections productrices de toxines, les Flavi, les Nigri et les
Circumdati sont les plus réputées dans la production des toxines fongiques.

e Section des Flavi: La section des Flavi a trés haute fréquence de génération des
toxines fongiques (mycotoxinogenese) en raison de la diversité des denrées alimentaires
contaminées. Les especes de cette section générent des toxines nommeées Aflatoxines qu’on
trouve genéralement dans les céréales, noix, arachides, fruits secs (figues séches).(voir
Figure 2 en annexe ).

> Asperqgillus parasiticus : Cette espéce produit les aflatoxines, 1’acide kojique, I’acide

aspergillique (voir Figure 3 en annexe 1) (Hedayti et al., 2007; Samson et al., 2010).
e Section des Nigri (moisissures noires) : Retrouvées dans les régions tempérées
chaudes particulierement les pays du sud du bassin méditerranéen (Schuster et al., 2002).

Aspergillus niger : cette espece est majoritairement connue pour la production de

mycotoxines de type OTA. Ce champignon a croissance rapide (2-3 jours) sur milieux de
culture classiques (Géloses au Malt et Sabouraud). La température optimale de
développement varie généralement entre 25 et 30°C mais peut pousser a 42°C. (Tabuc.,
2007).

Figure 3 Aspergillus niger (culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°C et aspect
microscopique). (Tabuc 2007).

GENERALITES SUR LES MYCOTOXINES :

La prolifération des champignons toxinogénes sur la surface des denrées alimentaires
en particulier les figues seches entraine une production de quelques métabolites
secondaires fortement toxiques résistants aux traitements physiques et chimiques,
nommeées Mycotoxines.

Le terme « mycotoxine » provient du mot grec « Mycos», qui signifie un champignon
et du mot latin « Toxicum» qui veut dire poison. (Tola et Kebede, 2016; Mousavi
Khaneghah et al., 2019).

12



Chapitre 2 Généralités sur les champignons et les mycotoxines

1. Origine chimique: L’origine chimique des mycotoxines est trés diverse. Certaines
dérivent des acides aminés (alcaloides de 1’ergot, acide aspergillique), des polycétoacides
(aflatoxines, ochratoxine)... (Pfohl-Leszkowicz et al., 1999).

2. Les principales Mycotoxines : Les mycotoxines d’une grande importance agro-
économique sont : les aflatoxines, les ochratoxines, les alcaloides de I'ergot, les toxines
d’alternaria et la patuline. (Agriopoulou et al., 2020). On en cite les plus fréquentes :

A. Aflatoxines : Les aflatoxines les plus intéressantes du point de vue sanitaire. Ces
substances sont synthétisées par des espéces représentatives de la section des Flavi

notamment Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius (Kurtzman

et al., 1987). Les aflatoxines les plus fréquentées dans la nature sont : AFB1, AFB2,
AFG1, AFG2 et AFML. (Voir figure 2 en annexe I11).
B. Ochratoxine A (OTA) : L’ochratoxine A est un dérivé de phénylalanyl produit par des

especes du taxon Aspergillus de la section des Nigri ou bien Black Aspergilli (Pitt et

Hocking, 1997). C’est la mycotoxine la plus détectée dans le sang humain dans le monde
(Pena et al., 2006). En effet, I’agence internationale de recherche sur le cancer (IARC) la
classe dans le groupe 2B comme composé cancérogene (IARC, 1999) notamment
impliquée dans une pathologie humaine mortelle de la région des «Balkans» telle que les
tumeurs des voies urinaires (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002; Monaci et Palmisano, 2004).
3. La Mycotoxinogenése : La Mycotoxinogenése est définie comme étant I’ensemble
de facteurs de synthése et d’excrétion des mycotoxines. La nature de mycotoxines
contaminant les aliments ainsi que la quantité produite dépendent d’une part, de la stabilité

des toxines dans le milieu alimentaire et d’une autre part, des facteurs environnementaux

ou extrinseques et d’autres facteurs liés a la nature de la souche, dis intrinséques. (Olsen et
al., 2003; Blumenthal, 2004).
A. Facteurs intrinseques influencant la Mycotoxinogenese :

Au sein d’une espece toxinogene donnée, la production de toxines n’est pas pour toutes
les souches. De méme, une moisissure peut produire plusieurs toxines mais une méme
substance toxique peut étre produite par plusieurs champignons mycéliens microscopiques.
(Duverger et al., 2011).

B. Facteurs extrinséques de la Mycotoxinogenése :
Les facteurs extrinséques ou environnementaux d’origine chimique, physique, ou

biologique ont une influence sur la production de mycotoxines (Mitchell et al., 2004).
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a) Facteurs physico-chimiques :

e Température : Jouant un réle prépondérant sur la croissance mycélienne (Chapland et
al., 2005).

e L’activité d’eau (Aw) : L’activité hydrique nécessaire a la production de toxines doit
étre supérieure a celle permettant la croissance fongique (Pfohl-Leszkowicz., 2001).

e Le pH: Le pH de la toxinogenése est inférieur a celui de la croissance fongique
(Keller et al., 1997).

e La composition gazeuse : La composition de I’air joue un role important dans la
mycotoxinogenése. Selon (Taniwaki et al., 2001), une teneur de 40% en CO: et 1% en
Oz entraine une réduction a 65% de la prolifération d’A. flavus et une inhibition totale
de la production d’AFB1.

b) Facteurs biologiques : beaucoup d’autres facteurs conditionnent également la
prolifération des moisissures toxinogeénes et leurs mycotoxines produites.

c) Facteurs génétiques : Toutes les souches d’une méme espéce ne sont pas toxinogeénes

méme sur un substrat identique (Chapel et Leclerc, 2005).

4. Contamination de la figue seche par les mycotoxines :
La contamination des figues seches par les mycotoxines peut se produire a différentes
phases : avant ou apres récolte, pendant, la transformation, le conditionnement ou au

stockage (Pereira et al., 2014).

L’OCHRATOXINE A (OTA) :

1. Généralités sur les Ochratoxines :

Les ochratoxines A, B et C sont des métabolites produites par des moisissures

appartenant aux genres Aspergillus (A. niger, A. orchaceus, A. carbonarius) et Penicillium
(P.verrucosum, P. viridicatum). L'ochratoxine A (OTA) étant a la fois la plus répandue et
la plus toxique, produite sur le raisin et lors du stockage de différentes denrées alimentaires
(céréales, café, cacao, fruits secs, épices, ...) (Houissa, 2021).
2. L’ochratoxine A (OTA) : L’OTA a été découverte pour la premiére fois en 1965
par une équipe de chercheurs scientifiques Sud-Africains dans une recherche destinée a la
découverte de nouvelles toxines fongiques (Van der Merwe, 1965). A.ochraceus, a été le
premier champignon classé comme ochratoxinogéne (Ciegler et al., 1972; Abarca et al.,
1994; Horie et al., 1995)
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» L’ochratoxine (OTA) et la contamination des aliments :

L’ochratoxine A est principalement retrouvée dans les céréales (blé, mais, seigle, orge)
mais aussi dans trés abondante dans les fruits secs (figues, raisins) (Ngundi et al., 2006).
Les facteurs qui ont une influence sur la production de L’OTA : La contamination des

fruits secs par L’OTA dépend des conditions microclimatiques (Magan et Aldred, 2005).

Néanmoins, les facteurs influencant le cycle de vie de cette moisissure sont : I’Aw, la
température et les propriétés chimiques de la matrice alimentaire (Belli' et al., 2004 ;
Mitchell et al., 2004; Bellr' et al., 2005).

e Les conditions de pré-récolte : (Pietri et al., 2001; Lopez de Cerain et al., 2002).

e Les conditions aprés la récolte : L'état des fruits a la récolte ou apres possede une

influence sur I'accumulation d'OTA. La pluie pendant le processus de séchage augmente le
risque de contamination par I'OTA, car le séchage devient irrégulier et a taux d’humidité

inapproprié (Drusch et Ragab, 2003).

3. La prévention et lutte contre la production de I’ochratoxine A (OTA) :
En raison des risques que peut présenter la production de I’OTA sur la santé¢ humaine et

animale ainsi que les pertes économiques énormes engendrées par 1’accumulation de cette
mycotoxine sur les céréales, fruits secs et figues ...etc., la prévention par tous les moyens
possibles contre la formation de cette dernicre est I'une des préoccupations majeures des
scientifiques (Khoury, 2017).
a) Les methodes chimiques :
e Les fongicides : substances chimiques trés efficaces contre la production de ’OTA.
(Tjamos et al., 2004 ; Belli et al., 2007).
e Procédés chimiques de dégradation de I’OTA : Le principe se base essentiellement
sur I'utilisation des composés chimiques capables de transformer cette toxine en d’autres
métabolites (Commission européenne, 2006).
b) Les méthodes physiques : Les méthodes physiques de décontamination reposent sur
le nettoyage, tri ainsi qu’a I’irradiation éliminant les fractions contaminées de 1’aliment.
(Deberghes et al., 1993; Deberghes et al., 1995; Refai et al., 1996; Aziz et al., 2004 ;
Kanapitsas et al., 2016).

e La stratégie de bio-contréle : Elle repose sur [’utilisation des composés naturels
issus des plantes (composés phénoliques, huiles essentielles), ainsi que des

microorganismes (bactéries lactiques, levures, actinomycétes) (Khoury., 2017).
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Matériel et Méthodes

Matériel et Méthodes
L’identification de la mycoflore présente dans les échantillons de figues seches
prélevés utilisés pour I’isolement des souches de moisissures potentiellement

mycotoxinogénes produisant notamment des ochratoxines A s’est effectuée suivant les

étapes citées ci-dessous :

I. Evaluation Microbiologique :

1. Echantillonnage: L’obtention d’un échantillonnage représentatif —est
particulierement importante pour la détermination des souches fongiques notamment des
moisissures productrices d’OTA car la distribution des mycotoxines dans les aliments n’est
pas forcément homogéne. Les échantillons de figues seches fournis sont destinés a
différentes utilisations (utilisation industrielle, consommation humaine ....) ont été récoltés
par des professionnels des quatre coins de la Wilaya de Béjaia et servirons donc lors de

notre ¢tude de recherche et d’identification des souches fongiques productrices d’OTA.

Le choix de I’échantillonnage est en fonction de certains facteurs tels que la productivité
élevée de ces régions ainsi que les conditions de culture, de récolte, de procédé de séchage
effectué et de conservation avant commercialisation. Les cultivars les plus dominants
utilisés sont la variété TAAMRIWT et la variété AVERKAN, étant les plus abondantes
lors de la précédente saison de récolte. Les échantillons utilisés sont répartis comme suit
détaillant I’origine, la date et la quantité prise est dans le tableau ci-dessous :

Tableau 11 Détail des échantillons selon origine, date et quantité établi par nos soins.

Variété Origine Altitude I;)gte de Quantité
(m) prélevement (9)
TAAMRIWT Tizi EI-Korn, commune de 500
A\E;(;—EiN TAOURIRT IGHIL, ADEKAR, | goom | 22/04/2021
EXTRA Béjaia 500
TAAMRIWT 250
EXTRA Association des figues seches de la | 800m 25/04/2021
AVERKAN | commune de Beni Maouche, Béjaia 250
EXTRA
TAAMRIWT | Commune de BARBACHA, Béjaia / 200
AVERKAN / 17/05/2021 545
TAAMRIWT
FAIBLE / 200
MARCHANDE . o
AVERKAN | Commune d°AKBOU, Béjaia. 24/05/2021
FAIBLE / 200
MARCHANDE
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2. Préparation des milieux de culture utilisés : (voir en Annexe I11).

e Dans le but d’isolement et de purification dans notre étude, les milieux de culture
suivants ont été utilisés: PDA - Malt Extract Agar (MEA) - Dichloran Glycérol 18 (DG 18).
++ Détail du Protocol de préparation des milieux cité en annexe I11.

++ La composition de ces milieux de culture (DG 18, MEA, PDA). Voir annexe 111.

3. Isolement de la mycoflore :

L’isolement des organismes fongiques pluricellulaires mycotoxinogeénes a partir des
échantillons de figues séches consiste en I’utilisation d’un milieu sélectif favorisant la
croissance d’espéces fongiques productrices d’ochratoxines A. Le milieu DG18 (Dichloran,
Glycérol, Chloramphénicol, Agar 18) préconisé pour étre favorable a la croissance des
Mycetes Xérophiles se développant a une activité de 1’eau trés réduite, représente le milieu
favorable a la croissance des souches productrices d’ochratoxines A, favorisant notamment

la croissance du genre Asperqgillus de la section des Nigri dont Aspergillus niger principal

producteur d’ochratoxine A.
Apreés préparation du milieu d’ensemencement, on procéde a la mise en culture des
échantillons de figues séches sélectionnés suivant un Protocol expérimental bien défini.
Les figues seches sont désinfectées en surface avec un coton imbibé d’éthanol a raison
de 70% (v/v) dans la zone stérile afin de détruire les conidies ou les spores qui peuvent
notamment se trouver au niveau de 1’épiderme (pellicules) de ses derniéres , puis on
procede au découpage en petites portions a 1I’aide d’un scalpel stérile qui seront par la suite
déposer a la surface du milieu gélosé dans les boites pétri suivi d’une incubation a 25°C-
28°c pour une durée de 5 a 7 jours. (Ailsa et John , 1980).
e L’expérimentation est répétée deux fois pour chaque échantillon (pour un total de 04
échantillons).

4. Lecture des résultats :

Aprés croissance fongique importante, on effectue une purification puis on étudie les
souches potentiellement mycotoxinogenes productrices d’OTA morphologiquement et
taxonomiquement en se basant sur un nombre de caracteres principales : la couleur et la
texture des colonies, le mode d’organisation des cellules sporogenes (phialides), le nombre
de vésicules qui portent les phialides, la forme et les dimensions des conidies (spores),

présence de cleistothése et de sclérotes...(Ailsa et John , 1980).
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5. Purification de la pré-culture :

A. Latechnique de la culture monospore :

Dans un premier temps, la souche a monospore est repiquée dans une boite contenant du
milieu PDA et laissée se développer sur la totalité de la surface de la boite pendant 5 a 7
jours. Un expiant est prélevé a partir de la périphérie de la boite et introduit dans un tube
contenant 9 ml d'eau distillee stérile, aprés agitation, une suspension sporule est obtenue a
partir de laquelle des dilutions au dixieme sont réalisées comme suit :

e 1 ml de la suspension sporale est prélevé puis introduite dans un tube contenant 09 ml
d'eau distillée stérile. Une opération qui est reproduite autant de fois jusqu'a la dilution
voulue.

e A partir des deux derniéres dilutions (107 et 10%), 1 ml est prélevé puis étalé sur milieu
PDA qui servira de milieu de repiquage. Aprés 24h d'incubation a 28°C, a l'aide d'une
loupe binoculaire, le repérage et la délimitation des spores en germination sont effectués.
Ces derniéres sont prélevées a raison de 03 a 04 conidies puis déposées dans de nouvelles
boite de pétri contenant du milieu PDA puis incubées a 28°C pendant une semaine
(Rapilly., 1968).

B. Autres techniques :

> Technique directe: Pour obtenir des isolats purs, Chaque isolat développé a été
repiqué, a I’aide d’une anse de platine stérile, au centre de boite de pétri a milieu PDA puis
incubé a 28°C pendant 5 a 7 jours. En cas de contamination par d’autre souches fongiques,
la purification des souches s’effectue par le repiquage des disques des cultures au centre de
boite du méme milieu et dans les mémes conditions d’incubation jusqu’a I’obtention de

souches pures (Guiraud., 2003).

6. Préparation des lames d’observation microscopique des moisissures :
Des mycetes sont examinés au microscope en tant que frottis humides. Pour préparer
un frottis humide, on utilise une aiguille d’inoculation pour récupérer une petite partie de la
colonie comportant les structures conidiogénes. L’échantillon est prélevé a partir des bords
de la colonie car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores n’est pas excessif.
De plus, on prend les structures qui peuvent enfermer les spores (cléistothéce), etc., pres du
centre de la colonie, ou la probabilité de trouver des spores a maturité est la plus grande.
Les coupes d'échantillon posées sur une lame sont d’abord « mouillées » avec une goutte

d'éthanol de 70%. Quand la majeure partie de I'éthanol s'est évaporée, on ajoute une goutte
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d'acide lactique (pour la phase ou le systéeme optique de contraste d'interférence) ou un
colorant de lactofuchsine pour le champ lumineux, puis on pose une lamelle de couverture.
Le liquide en exces est épongé avec une serviette ou un papier absorbant. On procéde

ensuite a I’examen au microscope.
7. ldentification des isolats :

L’identification des moisissures a été réalisée par 1’observation macroscopique (aspect

des colonies) et par 1I’observation microscopique (aspect du mycélium et des spores).

> Etude des caractéres culturaux macroscopique :

e Au niveau du mycélium: la couleur et la texture du thalle, la couleur du revers de la
colonie, le contour de la colonie et la vitesse de croissance apicale
(Chabasse et al., 2002 ; Djossou, 2011).

e Au niveau des spores : la densité sur le thalle, ’aspect des spores (granuleux,
poudreux), I'uniformité de la couleur des spores, la présence de pigment diffusible
(Djossou, 2011).

> Etude des caractéres morphologigues microscopiques :

Ce type d’identification est fondée essentiellement sur 1’étude morphologique du
mycélium : hyphes cloisonnés ou non, type et apparence du  systeme sporal,
caractéristiques de la spore asexuée (couleur, taille), etc. (Guiraud, 2003). Les isolats ont

été examinés au microscope en tant que frottis humides. (Zaitlin et al., 2003).

I.LEVALUATION PHYSICO-CHIMIQUE :
1. Mesure du pH : Méthode NF V 05 -108 — 1970

e Mode opératoire :

Ajout de 10ml d’eau distillée chaude a 2g de chaque échantillon, le mélange est broyé
et laissé refroidir, ensuite le pH métre est étalonné avec une solution tampons.

La sonde du pH metre est introduite dans un volume d’échantillon suffisamment
important pour permettre I’immersion des é€lectrodes. La valeur de pH se lit directement

sur I’appareil (Norme AFNOR: V 05-108). (pH metre illustré en annexe V)
2. Détermination de ’acidité titrable : (NF V 05-101, 1974)

Le titrage de ’acidité est réalisé a I’aide d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH)
en présence de phénolphtaléine autant qu’indicateur coloré.
» Une aliquote de 25 g de figues séches finement coupées ou broyées sont placées dans

une fiole conique avec 50 ml d’eau distillée, puis on chauffe le contenu au bain- marie
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pendant 30 mn. On transvase, apres refroidissement, quantitativement le contenu de la fiole
conique dans une fiole jaugée de 250 ml et on compléte jusqu’au trait de jauge avec de
I’eau distillée. Apres avoir bien mélanger le contenu est filtré a travers du papier filtre.

» On preleve 25 ml du filtrat, on les verse dans un erlenmeyer; on ajoute quelques gouttes
de phénolphtaléine (0,3 ml), on titre par une solution d’hydroxyde de sodium 0,1 N jusqu'a
I’obtention d’une couleur rose persistante.

» L’acidité titrable est exprimée en gramme d’acide Citrique pour 100 g de produit :

A =[(CnaoH * V naoH * 0,064 / Prise d’essai) * 100] * 10°

Acidité titrable : exprimée en g d’acide citrique par 100 g MS.
C nNaoH : concentration de la solution de soude (0,1 N).

VnNaoH : volume (ml) de soude chute de burette.

Prise d’essai : poids de I’échantillon utilisé¢ pour le test.

0,064 : facteur conventionnel établi pour 1’acide citrique.

3. Deétermination de la teneur en eau (Humidite) : Méthode NE \V 05 — 105 :

L’humidité correspond a la différence entre le poids initial et le poids final de

I’échantillon (apres étuvage).
e Mode opératoire :

» Cing (05 g) grammes du broyat de figues sont mis dans des creusets en verre puis
déposés dans une étuve a une température égale a 103 °C + 2 °C pendant 24h.
» Apres la durée d’étuvage, ils sont placés dans un dessiccateur pour éviter toute
réhydratation et se débarrasser définitivement de toute trace d’eau, aprés refroidissement
on les pese avec la balance de précision. L opération est répétée jusqu'a 1’obtention d’un
poids constant.

» Lateneur en eau (Humidité) est exprimée en pourcentage :

Humidité (%) = [(M1 — M0)/ (M2-M0)] x 100

Avec :
MO : Masse du creuset vide.
M1: Masse du creuset aprés séchage.

M2: Masse du creuset contenant la prise d’essai.
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4, Détermination de P’activité de I’eau (Aw) :

L’activité de I’eau pour les échantillons de la figue seche est déterminée a 1’aide d’un
appareil sophistiqué qui permet de déterminer la valeur exacte de (Aw). Une photo réelle
pour I’appareil (Modéle : ROTRONIC) est illustrée en annexe V.

5. Dosage des sucres réducteurs : (Miller, 1959) :

Le dosage des oses réducteurs est réalisé selon la méthode décrite par Miller en 1959.

e Une prise d’essai de 1g de la poudre est mélangée avec 50 ml d’eau distillé. Le
mélange agité pendant 45 min a température ambiante sera filtré a 1’aide d’un papier
spécial pour filtration. Un volume 200ul est alors additionné a 300 pl du réactif DNS, suivi
d’un chauffage au bain marie a 100°c pendant 5 minutes.

e Aprés chauffage, 1,5 ml d’eau distillé, est ajouté au mélange qui sera laissé a 1’abri de la
lumiere pendant 15 min, 1’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm a
I’aide d’un spectrophotometre, la teneur en glucides réducteurs dans la poudre est

déterminée en faisant référence a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes

conditions opératoires en utilisant le glucose.

i
B

L’appareillage ainsi que les réactifs utilisés lors de ce dosage sont cités en annexe.

BaL

Mo

Figure : Images du procéde expérimental pour le dosage des sucres réducteurs.

A : Echantillon de figues séches aprés broyage. B : Récupération du filtrat.
C : Préparation des réactifs de dosage.

6. Dosage des sucres totaux : (Du Bois et al. 1956) :

La teneur en glucides totaux est déterminée par la méthode de Du Bois.
e Une prise d’essai de 1g de la poudre d’échantillon de figues séches est suspendue dans
50ml d’eau distillé et laissée sous agitation pendant 45 minutes a température ambiante.
Une fois filtrée, un volume de 2 ml de sels CAREZ | et CAREZ |1 est additionné au
mélange, qui sera ainsi laissé décanter pendant 30 minutes. Une filtration est réalisée afin
de récupérer le filtrat.
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e Pour un volume de 1 ml du filtrat sont ajoutés respectivement, 1 ml de phénol a raison
de 5% et 3 ml d’acide sulfurique, le mélange est mis a 1’abri de la lumicre pendant 30
minutes a une température ambiante. L’absorbance est mesuré & une longueur d’ondes de
550nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-VIS contre un témoin. Les résultats sont

exprimés selon une courbe d’étalonnage réalisée avec une solution glucose.

7. Dosage des protéines : (Bradford, 1976)

Le dosage des protéines totales dans les extraits enzymatiques est déterminé selon la
méthode de Bradford.
e Principe : La méthode de Bradford est une méthode colorimétrique dont le principe
repose sur I’adsorption du bleu de Coomassie G-250 sur les protéines (avec les acides
aminés basiques tel que : Arg, Lys, His). Une fois lié aux protéines sa couleur vire vers le
bleu avec une absorbance maximale aux alentours de 595 nm, dont I’intensité de la
coloration est proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans 1’échantillon.
e Mode opératoire : Pour 500 ul de chaque extrait enzymatique, 2 ml de réactif de
Bradford sont ajoutés. Une fois bien homogénéisé avec un vortex, 1’ensemble est gardé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 20 minutes. L’absorbance est alors mesurée
au spectrophotometre UV-VIS & une longueur d’ondes de 595nm. La concentration en
protéines, des extraits enzymatiques, est déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage avec la protéine du sérum albumine bovine (SAB) réalisee dans les méme
conditions expérimentales que les échantillons.

e Elaboration de la courbe d’étalonnage de protéines :

Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution mere de sérum albumine bovine
(BSA) (Img/ml) selon les quantités suivantes : 0, 100, 200, 300, 400 et 500 ml. Toutes les
dilutions des solutions protéiques sont effectuées en présence de 1’eau distillée. Les
échantillons et le blanc sont ajustés a un volume final de 500 ml. Apres addition de 2ml du
réactif de Bradford et agitation, la solution est laissée a l’obscurité 15 min puis
I’absorbance est mesurée a 595 nm contre le blanc au spectrophotometre UV-VIS.

Tableau 1V Préparation de la gamme d’étalonnage de la BSA (1mg/ml).

N° tube Blanc 1 2 3 4 5
BSA (ul) 0 100 200 300 400 500
Eau distillée (ul) 500 400 300 200 | 100 0
Total (ul) 500 500 500 500 500 500
Réactif Bradford (ul) 2000
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Courbe d’étalonnage de la solution de SAB (1mg/ml) Bradford, (1976).

0 0.5 1 15 2 2.5 3
Concentration de la BSA (mg/ml)

Figure 4 : Courbe d’étalonnage de la solution de SAB (1mg/ml) (Bradford, 1976).
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Résultats et Discussion

I. Résultats de I’évaluation physico-chimique :
Le tableau ci-dessous résume les résultats des caractéristiques physico-chimiques de
nos variétés de figue seches étudiées :

Tableau VV Les propriétés physico-chimiques des variétés analysées établi par nos soins.

Proprietes physico- | igg | ACHVItE | g | Extrait | Humidité
chimiques (%) de I’eau (%) sec (%) (%) pH
Variétés (Aw)
ADEKAR | Taamriwt | 0.42 0.700 70.00 79.03 2097 | 4.38
900m
Extra Averkan | 0.49 0.680 72.00 77.28 2272 | 4.36
BENI -
MAGUCHE | Taamriwt | 0.52 0.660 76.00 75.80 2420 | 4.60
800m
Extra Averkan | 0.58 0.668 78.30 73.52 26.48 | 4.68
o ARBACH | TEAMIiwt | 0.37 0.690 68.00 79.90 20.10 | 4.66
Averkan 0.42 0.680 70.60 79.47 22.53 4.76
AE%?U Taamriwt | 0.58 0.620 70.00 80.77 19.23 | 4.42
alple
Marchande | Averkan | 0.63 0.618 72.20 77.72 2228 | 452

1. Dosage des Glucides:

Notre évaluation a révélé un taux moyen de 51.67 % pour les sucres totaux et 21.02 %
pour les sucres réducteurs. Ce résultat semble étre Iégerement inférieur comparé a la valeur
des glucides (57,36 %) trouvée dans les études de (Khairuddin et al., 2017) et a celle
rapportée par (Eshak, 2018) qui a signalé que les échantillons de figues séchées au soleil
ont enregistré une valeur de (76,9%).

La courbe de dosage de ces deux sucres (Totaux et Réducteurs) citées en Annexes IV.

Les glucides forment la principale partie de notre alimentation et sont apportés
essentiellement par les fruits (Lee et al., 1970). La concentration en glucides des fruits est
d’un grand intérét, en raison de leur influence sur les propriétés organoleptiques et
constitue un critére d’évaluation de la maturation, elle conditionne également la stabilité et
la conservation des fruits (Golubev et al., 1987; Jiang et al., 2013). Les figues séches
contiennent des quantités importantes de sucres, une portion de 100 g de ce fruit apporte
63,87 g de glucides dont 47,92 g de sucres (24,79 g de glucose, 22,93 g de fructose, 5,07 g
d’amidon, 0,13 g de galactose et 0,07 g de saccharose) selon I’étude de (Lim, 2012).
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2. Dosage des proteéines :

Malgré que les figues ne soient pas une bonne source de matiére protéique, elles
peuvent contribuer a I'alimentation humaine avec une tres bonne qualité de certains acides
aminés essentiels (Eshak, 2018). Elles représentent un nutriment important pour le
fonctionnement, la structure et I’entretien de 1’organisme.

Les études précédentes de (Chauhan et al., 2015) ont rapporté que la figue seche ne
contient que 3,01 % de protéine, tandis que (Eshak, 2018) a noté dans sa recherche que les
échantillons sechés au soleil ont enregistré une teneur en protéines (7,45 %).

Cependant, le résultat de notre expérimentation sur la figue séche a permis d’avoir une
valeur de 0,56 %, c’est un taux qui est largement inférieur par rapport aux résultats des
études antérieures.

Nos résultats ont été comparés a d’autres résultats obtenus de 1’analyse physico-

chimique des études précédentes, le détail de cette comparaison est dans le tableau ci-

dessous :
Tableau VI Tableau comparatif des résultats, établi par nos soins.
Nutriment Sucres Sucres Taux de Intervalle
Valeur + tczgzt;x I’edl(J(;E()EUI’S prcz;c;ol)n €s Observation | Protéines :
référence (courbe) 3a8%
Nos valeurs Glucides :
(courbe) 5167 21,02 0,56 plus de 53 %
Chauhan et al., Pro: <
(2015) / / 301 gy
Soni et al. Pro: <
! 4 67
(2014) / / 6 Glu:/ Nos valeurs
Ait Haddou Pro : < sont
etal., (2014) / / 417a7,23 : inférieures a
Glu:/ .
celles citées
Khairuddin Pro : / comme
etal., (2017) 57,36 / / Glu : < références.
Pro: <
Eshak, (2018) 73,70 / 8,42 Glu : <
Khairuddin Pro: <
etal., (2017) / / 393 | Gy
. Pro:/
Meziant, (2014) 85,00 / / Glu : <
Notre Notre Notre valeur
Conclusion valeur est / valeur est est
inférieure inférieure inférieure
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3. Humidité et teneur en eau :

Selon (Al Askari et al., 2012), la globalité de I’cau contenue dans les figues fraiches ne
peut étre éliminée par le processus de séchage, cela est due aux faite que les fruits sont
composés d’eau libre et d’eau liée, cette derniére reste fixée aux groupements hydroxyles,
carbonyles et aminés des molécules de sucres simples, polysaccharides...etc.

Nos résultats compris dans I’intervalle (19 a 27 %), ne sont pas en accord avec ceux
indiqués par (Bey et al., 2016), qui ont trouvé des valeurs comprises entre 18,08 et 19,04%
et a ceux de (Guvanc et al., 2009). Cependant, elle est conforme a la norme internationale
de la figue séche, qui stipule que cette teneur en eau ne doit pas étre supérieure a 30%
(Askari et al., 2012).

Ceci peut étre expliqué par les variations géographiques et climatiques ainsi que la
période de récolte, la variété et le type d’irrigation des cultivars qui fait varier le taux
d’humidité comme 1’explique (Guvanc et al., 2009) dans leur étude. Des caracteres tels
que I’dge de la plante, la période du cycle végétative et méme des facteurs génétiques
peuvent influencer sur la teneur en eau selon (Doukani et Tabak. 2015).

Certains taux d’humidité sont trés favorables a la croissance de souche d’Aspergillus

niger productrices d’Ochratoxines A. Les échantillons ayant enregistrés une prolifération
importante a des taux élevés sont ceux exposés ou se trouvant a des taux d’humidité

reflétés par les résultats de ces derniers (entre 16,00% et 20,00%).

4. Acidite titrable :

Selon (Ouaouich et Chemi, 2005; Chahidi et al, 2008), 1’acidité titrable et le pH sont
des paramétres essentiels pour la détermination de la date de récolte et du degré de
maturité.

Notre résultat pour ce paramétre, est d’une valeur moyenne de 0,50 g/100g, une valeur
considérée comme supérieure a celle d (Al-Askari et al. 2012) indiquant des valeurs
allant de 0,26 a 0,38 g/100g et inférieure a celui de (Bey et al.,2016) qui ont trouvé une
valeur de 1,92¢/100g.

Cette acidité peut étre due a la présence d’acides organique tel que ’acide citrique qui
reflete la richesse de ce fruit en cette matiére (jusqu’a 3 % poids sec) (Al-Askari et al.,
2012) et sa relation aux conditions climatiques (Doukani et Tabak, 2015), ainsi qu’a
d’autres caractéristiques génotypiques, la récolte tot ou tard des fruits et les conditions

écologiques de croissance des figuiers (Simsek et Yildirim, 2010).
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5. pH:

Le pH constitue un paramétre primordial pour le bon développement des
microorganismes au sein du fruit. En effet, un produit acide est mieux protégé contre les
altérations biologiques et enzymatiques, comparé a un produit a pH neutre (Doukani et
Tabak, 2015). Notre échantillon de figue séche présente un pH Iégerement acide allant de
4.38 a 4.76 qui est nuisible aux bactéries mais favorable au développement de la flore
fongique notamment la flore ochratoxinogene productrice d’OTA.

Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux rapportés par (Al Askari et al., 2012) qui
fixent des valeurs de 4,9 a 5,4 et a ceux obtenus par (Piga et al., 2004) qui sont compris
entre 4,87 et 5,05. Les différences enregistrées sont tributaires d’un grand nombre de
facteurs parmi lesquels on cite : la région, les conditions climatiques et 1’état de maturation
du fruit.

I1. Résultats de I’évaluation microbiologique :

1. Variétés : TAAMRIWT et AVERKAN EXTRA ADEKAR 900 m :

Apres incubation des boites a des températures optimales (28°c) pendant 5 a 7 jours,
nous avons constaté une forte prolifération de colonies de forme arrondies blanchétres en
dehors de la zone de dépdt des morceaux de figues seches ce qui nous laisse dire qu’il
s’agirait en I’occurrence de levures qu’on suspecte issues de la flore originelle de cette
figue.

Nous avons constaté une légere prolifération de certaines colonies de moisissures de
couleur vert-grise en dehors des zones de dépdt des portions de figue suspectées étre
Penicillium ce qui explique une contamination de la surface du milieu (Tabuc, 2007).

Ces boites n’ont pas été repiquées car elles ne présentent aucune culture d’espéces du

genre Aspergillus producteur de la mycotoxine recherchée en 1’occurrence I’OTA.

Les boites sont observées a I’ceil nu et sont illustrées dans les images ci-dessous :

Figure 5 Aspect des boites apres culture observées a I’ceil nu.
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2. Variétés : TAAMRIWT EXTRA BENI-MAOUCHE 800 m :

Les boites incubées dans des conditions ideales de température (28°c) pendant 5 a 7
jours ont enregistré 1’apparition de cultures impures traduite par une prolifération
importante de moisissures 1’une Sous un aspect cotonneux (sous forme de coton) d’autres
en forme de tiges portant une téte aspergillaire de couleur foncée.

Dans 1’objectif d’obtenir des colonies homogenes purifiées des colonies noiréatres, nous
avons procédé a une série de repiquages successifs suivant la méthode directe (a I’aide
d’une anse de platine). L’observation d’un frottis a 1’état frais de la lame sous microscope
optique équipée d’une caméra (OPTIKA) au grossissement (x10) puis (x40) révele la
présence des tétes aspergillaires de couleur noire avec un sporophore foncé et des hyphes
siphonnés, également des spores exogenes noires présentes et en se fiant a ses
caractéristiques morphologiques et culturaux, on suspecte une espéce du genre Aspergillus
de la section des Nigri (Chabasse et al., 2002).

Figure 7 Observation au microscope Optique et a la loupe de la culture obtenue.

1 : Observation des cultures d’Aspergillus section Nigri au microscope gr*40.
2 : Observation des cultures d’Aspergillus section Nigri a la loupe gr*2.
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3. Varieté : AVERKAN EXTRA BENI-MAOUCHE 800 m :

Une fructification fongique importante est constatée apres incubation a des températures
optimales de 25°c - 28°c pendant 5 a 7 jours.

Le constat visuel des boites montre un aspect hétérogene des souches d’ou la nécessité
d’effectuer une purification par repiquage. Cette purification survient aprés observation de
colonies noires suspectées d’étre Aspergillus section des Nigri. En effet, aprés purification,
I’observation au microscope optique équipée d’une caméra (OPTIKA) aux
grossissements : (x10) et (x40) reflete 1’observation d’un mycélium cloisonné et un

conidiophore long coiffé d’une téte aspergillaire foncée formée de vésicules. Selon

(Tabuc., 2007), ces caracteéristiques sont proches de celles d’Aspergillus niger.
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Figure 8 Observation des boites et microscopique pour I’échantillon AVERKAN

BENI-MAOUCHE.
1 : Boite incubée 7 jours dont I’apparition de cultures impures sur milieu DG 18.
2 : Observation de culture pure sur boite apres repiquages successifs sur milieu MEA.
3 : Observation des cultures d’Aspergillus section Nigri au microscope gr*40

4. Varietés: TAAMRIWT et AVERKAN BARABACHA :

Des cultures impures témoignent la croissance remarquable de la moisissure au bout de 5
a 7 jours d’incubation a 28°c.

En suivant ’évolution de la culture fongique, on observe une variation de couleur des
cultures du blanc puis au jaune et enfin au noire suspectant ainsi d’étre des Aspergillus
immatures qui arrivent & maturation aprés un certain temps d’incubation faisant référence
aux caractéristiques morphologiques de ce genre avancées par (Tabuc, 2007).

L’observation de la zone suspectée apres le repiquage successif par technique directe,

révele la persistance de la couleur noire sur toute la surface de la boite.
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Sous microscope optique équipée d’une caméra (OPTIKA), au grossissement (x10),
nous avons distingué un mycélium cloisonné et un sporophore long qui se termine par une

téte aspergillaire entourée par des spores de couleur foncée.

4"

Figure 9 Observation des boites pour 1’échantillon TAAMRIWT et AVERKA
BARBACHA

1 : Boite incubée 7 jours dont I’apparition de cultures impures sur milieu DG 18.
2 : Observation de culture boite aprés 1* repiquages sur milieu MEA.
3 : Observation des cultures d’Aspergillus section Nigri au microscope gr*10.

5. Varietés : TAAMRIWT et AVERKAN AKBOU :

Aprés incubation des boites de pétri contenant des morceaux de figue imprégnés dans
la gélose DG18 a des conditions optimales de croissance (28°c) pendant 5 a 7 jours.

Nous avons constaté une absence totale de la croissance fongique sur les zones ou les
morceaux de 1’échantillon TAAMRIWT sont déposés, par consequent, cette varieté est
exclue de la suite de I’expérimentation. L’image ci-dessous montre la forme des boites

observées a 1’ceil nu.

Figure 10 Image de la variété TAAMRIWT dans DG 18 ne présentant aucune
culture fongique.

Cependant concernant 1’échantillon AVERKAN, une culture plus ou moins pure
témoigne de la croissance d’une espéce dominante de moisissure au bout de 5 a 7 jours

d’incubation a 28°c. En suivant I’évolution de la culture fongique, on observe une variation

30



Résultats et Discussion

de couleur des cultures du blanc puis au jaune et enfin au noire suspectant ainsi d’étre des
Aspergillus n’étant pas encore arrivées a maturation qui se transforme en colonies noiratres
aprés une semaine d’incubation faisant référence aux caractéristiques morphologiques de
ce genre avancees par (Tabuc, 2007). L’observation de la zone suspectée apres le
repiquage successif par technique de monospore, révele la persistance de la couleur noire
sur toute la surface de la boite aprés la méme durée d’incubation 5 a 7 jours. Sous
microscope optique, au grossissement (x10), nous avons distingué un mycélium cloisonné

bien formeés et un sporophore long qui se termine par une téte aspergillaire portant

plusieurs veésicules.

Figure 11 Observation des boites pour I’échantillon AVERKAN

1 : Boite incubée 7 jours dont I’apparition de cultures pures sur milieu DG 18.
2 : Observation de culture boite aprés repiquages sur milieu PDA.
3 : Observation des cultures d’Aspergillus section Nigri au microscope gr*10.

La présence des moisissures et des levures dans les aliments, avec des charges élevées,
est révélatrice d’une mauvaise qualité hygiénique. Certains facteurs dont la qualité, la
durée et les conditions de stockage des figues seches sont a I’origine de ce taux élevé de
contamination ainsi que 1’importante biodiversité dans cette dernieére (Davis et al. 1987).
Ces moisissures ont un impact néfaste sur la santé humaine et animale se manifestant
notamment par la production de mycotoxines en 1’occurrence ’OTA.

L’espece Asperqgillus niger est considérée comme une moisissure de stockage

(Withlowet al., 2001). Elle est souvent isolée des fruits secs et responsable de la
contamination post-recolte et de la production d'OTA (Abarca et al., 2003; Esteban et al.,
2004; Esteban et al., 2006 ; Leong et al; 2006) comme résultat, la dominance de ce
genre dans la flore contaminant les échantillons analysés est attendue en se basant sur les
études rapportées dans plusieurs travaux (Le Bars et al., 1987 ; Riba et al. , 2005).

Les caracteres morphologiques et culturaux sont déeterminés apres ensemencement des

échantillons suivi d’une purification pour 1’obtention de souches pures sur des milieux de
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cultures spécifiques (DG 18, MEA et PDA) incubées a 25 °c — 28 °c pendant 5 a 7 jours.
L’identification se fait a 1’ceil nu pour les caractéres macroscopiques et au microscope
optique pour les critéres microscopiques. A partir de ces caractéristiques, 1’identification se
fait a ’aide de clés d’identification selon la technique de Pitt (Pitt et al., 1997).

Une étude récente a indiqué que la production d'OTA son accumulation dans les figues
séchees débutent au temps de séchage et augmentent durant le stockage et le transport
quand les conditions environnementales favorables sont réunies (Guler et Heperkan,
2008).

e Production des levures et moisissures a faible quantité :

D’apres les résultats de notre analyse pour les varietés TAAMRIWT et AVERKAN
en provenance de la région, nous avons constaté une prolifération importante des levures
unicellulaires sous forme des colonies arrondies blanches et une légere prolifération de
certaines colonies de moisissures de couleur vert-grise en dehors des zones de dépbt des
portions de figue , ce qui explique une contamination de la surface du milieu, suspectant
qu’il s’agit d’une espéce du genre Penicillium selon les caractéristiques macro et micro
morphologiques avancées par (Tabuc, 2007).

Les levures et moisissures se trouvent dans I'environnement avec un large éventail en
raison de leur capacité a utiliser une variété de substrats et a leur tolérance relative a basse
température, pH faible et eau de faible activité. (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2002).

Les figues seches sont trés sensibles a l'infection par les conidies d'Aspergillus sur
les surfaces extérieures des fruits ainsi que par les conidies transportées a l'intérieur du
fruit par les insectes. De plus, les conditions de température généralement pendant la
récolte des fruits seraient apparemment presque idéales pour la croissance des
champignons.

La raison de cette faible incidence n'est pas évidente. Elle refléte probablement les
mauvaises conditions de sporulation de la moisissure et/ou une dispersion inefficace des
spores. |l est possible que le niveau d'infection du fruit soit principalement associé aux
niveaux de spores dans et a coté des champs.

L’apparition de certains genres et/ou espéces autres qu Aspergillus section Nigri, autant
que genre dominant dans les figues seches peut étre due a sa période de collecte tel est le

cas des figues séchés collectées dans les vergers pendant la phase de séchage dans la
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région égeenne de la Turquie expliquant ainsi I’apparition de champignon n’ayant pas de

caractéristiques similaires macro et microscopique d 'Aspergillus.

e Discussion pour identification des souches productrices d’OTA :

D’aprés les résultats de notre analyse pour les deux variétes étudiées TAAMRIWT et
AVERKAN en provenance de la région de BENI-MAOUCHE, nous avons constaté une
production importante des moisissures filamenteuses. Leur observation sous loupe et
microscope optique a révelé la présence d’un mycélium siphonné (non septé) pour la

variété TAAMRIWT qui est suspectée d’étre Mucor sp ou Rhizopus sp selon les

caractéristiques macro et micro morphologiques avancées par (Chabasse, D et al., 2002).
Certaines études confirment que ces espéces peuvent croitre dans des conditions de
croissance similaires a celles des espéces d’Aspergillus en 1’occurrence celles productrices
d’OTA. En revanche, la variété AVERKAN, a révélé la présence des tétes aspergillaires a
mycélium cloisonné (septé) et un conidiophore long coiffé d’une téte aspergillaire formée
de deux vésicules. Selon (Tabuc, 2007), ces caractéristiques sont proches de celles de

1’Asperqillus niger.

La différenciation morphologique des espéces appartenant au genre Aspergillus est
difficile et les résultats imprécis limitent I'identification exacte. L'identification des especes
basée sur caractérisation phénotypique (caractéristiqgues morphologiques et biochimiques)
est utile, mais elle présente un inconveénient qui est le temps et n'est pas toujours directe.
(Rodrigues et al, 2009). De plus, les espéeces toxinogenes de genre Aspergillus de la
section des Nigri sont des champignons étroitement liés et la combinaison d'un ensemble
de caractéristiques spécifiques a été suggérée pour l'identification des especes (Rodrigues
et al, 2011).
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CONCLUSION

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes susceptibles de contaminer de
nombreux produits alimentaires destinés a 1’alimentation animale ou humaine. Le
développement des moisissures mycotoxinogeénes est en fonction de certains facteurs dont
I’étude de ces derniers interviendrait positivement dans le controle et la limitation de la
production de substances toxinogenes nuisibles a la santé humaine.

Plusieurs conséquences peuvent survenir suite au développement des espéces fongiques
mycotoxinogeénes sur ces substrats dont les principales sont 1’altération des propriétés
organoleptiques et la diminution des qualités nutritives et sanitaires entrainant des troubles
fonctionnels chez I’humain ou I’animal. Les espéces les plus fréquentes appartiennent aux

genres Aspergillus et Penicillium et leurs proportions respectives varient dépendamment

des conditions climatiques dans lesquelles leurs substrats évoluent et aussi en fonction des
conditions hydro- thermiques observées pendant les différentes phases que subit 1’aliment.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence la flore fongique potentiellement
mycotoxinogeéne responsable de la production d’ochratoxine A dans une denrée
alimentaire fortement privilégiée par les consommateurs en Algérie qui est en I’occurrence
la figue séche. Cette évaluation nous permet par conséquent de fournir des informations
sur la qualité des produits alimentaires. La conséquence possible d’un développement
fongique incontrdlé est la production et I’accumulation de mycotoxines dans les aliments.
Nous avons montré que les échantillons de figues séches pouvaient étre contaminés par
I’ochratoxine A d’ou I’intérét de rechercher des espéces productrices de cette derniére
appartenant au genre Aspergillus section des Nigri. Les résultats obtenus montrent que la
majorité des échantillons de figues seéches ayant servi a 1’é¢tude de la production de
métabolites secondaires en I’occurrence les OTA, sont contaminés par les Aspergillus de la
section des Nigri. Les facteurs conduisant a I’imprégnation mycotoxique d’une denrée sont
liés non seulement a la souche fongique mais également a I’ensemble des conditions
écologiques. Mais il est généralement admis que plus le taux initial de la contamination par
des especes ochratoxinogenes est important, plus les risques d’imprégnations toxiques sont
éleves.

Bien que les taux des isolats ochratoxinogénes dans la plupart des échantillons analysés
soit modéré, mais les quantités d’OTA sécrétées peuvent représenter un véritable risque
pour la santé humaine. Car les effets chroniques (ingestion de grandes quantités) sont les

plus redoutés.
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Sur le plan de la sécurité sanitaire des aliments, notre travail représente une
contribution a une analyse des risques liés a la contamination par les OTA dans les figues
seches. Il convient de prendre en considération les résultats obtenus afin d’établir une
reglementation en vigueur.

Nous tenons particulierement & préciser que suite aux cultures obtenues, résultats de
I’isolement et de la purification effectués pour les différents échantillons, une conservation
des souches a température de réfrigération a été entameée, et ce, pour des objectifs
d’identification de la mycotoxine sollicitée en [’occurrence [’ochratoxine A, une
identification nécessitant le traitement des cultures obtenues pour but d’extraction et de
détection par procédé de HPLC couplé a une Spectroscopie de masse (SM).

Une démarche de mise en évidence de 1’ochratoxine A a été entamée mais sans suite,
conséquences de diverses contraintes d’ordre administratif (réponse tardive aux demandes
faites) et sanitaire, ce qui nous a value I’arrét de toute activité visant a finaliser nos travaux

de mise en évidence et de détection de 1I’ochratoxine A produite.
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PERSPECTIVES :

En Algérie, la figue seche est un aliment fortement privilégié en raison de son taux
¢levé de consommation quotidienne. Il n’en est pas moins qu’il représente un aliment a fort
risque de contamination notamment par les espéces fongiques mycotoxinogenes pouvant
ainsi affecter ses propriétés qualitatives et hygiéniques.

Cependant, contrairement a toute attente, ces résultats inquiétants n’ont en aucun cas
attiré I’attention ni des cultivateurs ni des autorités concernées et encore moins des
vendeurs, faisant du consommateur une victime potentielle pouvant induire diverses
pathologies survenant suite a 1’ingestion de quantités élevées de ces substances se trouvant
dans le produit consommeé.

Notre travail se reposant sur la recherche d’espéces fongiques productrices d’un type
bien connu de mycotoxines en 1’occurrence 1’ochratoxine A, qui, a de fortes concentrations
peut s’avérer étre nocif pour 1’organisme humain pouvant provoquer des complications
d’ordre sanitaire, d’ou I’importance d’établir un suivi quotidien des multitudes de cultures
cultivées a travers I’ensemble du territoire national et particulierement dans la Wilaya de
Béjaia en raison de son importance agricole et économique de la région.

La protection et la conservation durant les différentes étapes allant de la pré-récolte des
figues jusqu’a I’obtention du produit fini de figues seches serait le moyen le plus efficace
afin d’assurer la qualité et I’hygiéne des figues séches et ce, en mettant au point des
méthodes d’analyse et de controle du suivi du produit durant ses différentes phases
d’acheminement.

L’utilisation d’emballages (citant a titre d’exemple des sacs a base de polyéthyléne)
réduit le contact direct entre la denrée alimentaire destinée a la consommation et
I’environnement externe et par conséquent toute éventuelle contamination par les especes
ochratoxinogenes.

Etendre I’étude sur un grand nombre d’échantillons servirait fortement a un controle et a
une limitation de la contamination et de la propagation de ces espéces mycotoxinogenes.
L’Etude approfondie de I’écologie des moisissures toxinogeénes et 1’influence des
conditions de stockage (température, humidité) sur la toxinogenese associée a une
application des techniques moléculaires afin d’identifier d’une maniére plus précise les
isolats toxinogeénes et d’évaluer par conséquent le dosage d’OTA notamment par HPLC
couplée a une spectroscopie de masse (SM)des échantillons, et de tous les extraits afin de

déterminer d’une maniére plus précise le potentiel ochratoxinogenes des souches isolées.
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Enfin il est indispensable d’élargir 1’étude pour la lutte biologique par 1’étude de
I’influence de la compétition ou de la synergie entre champignons qui partagent les mémes
niches écologiques, notamment le genre Aspergillus, sur la production des OTA.

La Recherche d’espéces fongiques pouvant se nourrir de mycotoxines ou la sélection
génétique des plantes résistantes a l'invasion de ces mycotoxines constituent des moyens
de lutte biologique limitant toute contamination par ces especes donc par leurs
mycotoxines. A titre préventif, il faut prendre en compte certains conseils pour réduire les
risques liés a la présence de ces mycotoxines dans I’alimentation. Il est impératif
également de mettre en place une réglementation fixant le seuil maximal d’OTA tolérée
dans le produit en question soit les figues seches ainsi que la sensibilisation de la

population algérienne sur le danger de ces mycotoxines.
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Annexe | : Aspect des moisissures et cycle de reproduction sexuée

Stade

hétérocaryotique
Structures productrices \
de spores Plasmogamie Caryogamie
(Fusion des l:y'toplasmes) (Fusion des noyaux)

Reproduction

SHEONES - Mycelium Reproduction Zygote
\) asexuee j K sexuée
Germination Germination - }
\ Meéeiose
Spores /
l:l Stade haploide (n) \__Structu res productrices

de spores

I:l Stade hétérocaryotique
(noyaux non fusionnés de parents différents)

I:l Stade diploide (2n)

Figure 1 : Reproduction sexuée "téléomorphe” chez les mycétes (Deacon, 2005).

Figure 2 : Aspergillus flavus (culture de 7 jours sur gélose au malt a 25°c et
aspect microscopique).
(Raper et Fennell, 1965 ; Pitt et Hocking, 1997 ; Samson et al., 2006)

Figure 3 : Aspect microscopique (gauche) et macroscopique (droite)
d’Aspergillus parasiticus, aprés culture sur MEA a 25°c pendant 5 jours
(Hedayti et al., 2007 ; Samson et al., 2010).
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Figure 4 : Aspect microscopique (gauche) et macroscopique (droite) de
1’Aspergillus nomius, aprés culture sur MEA a 25°c (Kurtzman et al., 1987).

Annexe Il  Structures chimiques des mycotoxines.

- >
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L ] P )

cl

Figure2 : Structure chimique de I'OTA. Schéma adapté et modifié d’El
Khoury et Atoui (2010).



Annexes

Annexe I11 . Milieux de culture.
e La composition du milieu de culture DG 18 : Selon la notice du

flacon contenant le milieu DG 18 (2013).

Tableau | : La composition du milieu DG 18 en grammes pour un litre d'eau

pure selon la Fiche technigue Gélose DG18 Version 02.2013.

Ingrédient Quantité pour 1L d’eau pure (g/l)

Tryptone 5,00

Glucose 10,00

Sulfate de magnésium, 7H20 0,50

Phosphate monopotassique 1,00

Dichloran (dichloro-2,6-nitro-aniline) 0,002
Chloramphénicol 0,10

Agar 15,00

Glycérol (*) 220,00

pH final a 25°C 5,6+0,2

(*) : Optionnel, en fonction de la nature du milieu (présent / absent).

e Préparation du milieu DG 18 :
La référence du milieu utilisé est illustrée dans la figure
suivante.

+ Addition d’une quantité de 15.8 g du milieu dans un
volume de 500 ml d’eau distillée stérile, ensuite, ajout d’un
volume de 110 ml de Glycérol suivi d’un autoclavage a

121°C pendant 15 min.
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> Quelques stations de cette préparation sont présentées dans la figure ci-

dessous :

Figure 1 : Quelques stations de la manipulation au laboratoire
A: chauffage du milieu de culture DG 18 sur la plaque chauffante
agitatrice.
B et C: répartition du milieu de culture DG 18 en flacons aprés
autoclavaae.

e Lacomposition du milieu de culture Malt Extract Agar (MEA) :

Selon la notice du flacon contenant du milieu MEA (2015); FEiche
techniqgue ts 163422 rev.0/02.04.2015

Tableau Il : La constitution du milieu Malt Extract Agar (MEA) en grammes

pour un litre d'eau pure selon la notice du flacon contenant le milieu MEA

(2015).
Ingrédient Quantité pour 1L d’eau pure (g/l)

Peptone 0.78

Maltose 12.75

Dextrine 2.75

Glycérol 2.35

Agar 15.0

pH final 4.7+0.2
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e Préparation du milieu Malt Extract Agar (MEA) : La référence du

milieu utilisé est illustrée dans la figure suivante.

+ Suspendre 31.5 g du milieu dans un litre d’eau
distillée stérile, ensuite ajouter 2.35 ml de Glycérol
Supplément (80021) puis chauffer jusqu’a dissolution

totale et autoclaver a 121°c pendant 15 minutes.

R ”

MALT EXTRACT
AGAR

liofilchem.com/ifu-sds

2

iofilchem . v iosichem o
Zona Ind.le - Raseto d. Abruzzi (TE) - ITALy.

e La composition du milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) :

Selon la notice du flacon contenant le milieu PDA (2016) ; Liofilchem -
Potato Dextrose Agar - Rev.0/31.08.2016.

e Tableau Il : La composition du milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

en grammes pour un litre d'eau pure selon la notice d’utilisation de PDA

(2016).

Ingrédient Quantité pour 1L d’eau pure (g/l)
Extrait de pomme de terre (dans 200 g
4.0
de pomme de terre)
Dextrose 20.0
Agar 17.0
pH final a 25°C 56+0.2




e Préparation du milieu Potato Dextrose Agar
o o s/ B9 I}M
(PDA): La reférence du milieu utilise est illustrée dans la [ swo12 W sbog

figure suivante.

+ Suspendre 42.0 g du milieu dans un litre d’eau
distillée stérile puis chauffer jusqu’a dissolution totale et o REINT

autoclaver a 121°c pendant 15 minutes.
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Annexe 1V: Préparation des réactifs utilisés.

Le tableau ci-dessous, résume la nature des réactifs utilisés dans le

dosage des sucres et protéines :

Tableau I : la nature des réactifs ayant servi dans 1’analyse physico-chimique

de la figue (Dosage des sucres et protéines), établi par nos soins.

Expérimentation Meéthode Réactifs (/ g ou / ml)
DNS:0.2g
Dosage des sucres _ Soude (NaOH) : 0.32 g
(Miller, 1959)

réducteurs

Tartrate double sodium potassium : 6 ¢
Eau distillée : 10 ml

Dosage des sucres

totaux

DuBois et al. (1956)

CAREZ I :
Acétate de Zinc tri hydraté : 2.38 g
Acide acétique glacial : 0.3 g ou 3 ml
Eau distillée : 10 ml
CAREZ Il :
Ferrocyanure de Potassium : 1.06 g
Eau distillée : 10 ml
Phénol a 5 % : 5 g de phénol et 100 ml
d’eau distillée

Acide sulfurique
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Dosage des Bradford, (1976)

protéines

Bradford
Bleu de Coomassie G-250 : 10 mg
Ethanol 95 % : 5 ml
Acide phosphorique a 85 % : 10 ml
Eau distillée : compléter jusqu’a un volume
de 100 ml.
e Ce réactif doit étre conservé a 4°c et

a 1’abri de la lumieére.

Annexe Vliste du matériel ayant servi a la recherche de ’ochratoxine A .

1) Analyse physico-chimique :

Tableau | : matériel pour analyse physico-chimique, établi par nos soins.

Parametre

Appareil utilisé

Mesure du pH

pH metre

Détermination de la teneur en

eau

Balance
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Dessiccateur

étuve a 105°c

Mesure de Pactivité d’eau (Aw)

Rotronic

Mesure de la densite optique

Spectrophotometre UV-Visible

Verrerie utilisée

Tubes a essaies
Erlenmeyer
Becher

Entonnoir




2) Analyse microbiologique :

Boites de pétri

Flacons stériles

Scalpel

Pince

Ecouvillon

Hotte d’isolation

Etuve a incubation a 28°c

Hotte a flux laminaire

Microscope optique équipe d’une camera (OPTIKA)
Loupe a observation au grossissement (x2) et (x4).
Autoclave.

Plaque chauffante agitatrice

Annexes
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Annexe VI : Résultats de dosage des sucres et protéines (courbes de
dosage).

Courbe de dosage des sucres totaux établie par nos soins

= =0,857x
E o9 y

2=
§ 0.8 R2=0,993
éO.?
2 0.6
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204

S 0:3 / —— Linear (Series1)
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Figure 1 : Courbe de dosage des sucres totaux établie par nos soins

Courbe de dosage des protéines établie par nos soins

<> y = 13,07x

&

c 12

Lo 2 —

B 1 ~ R2=0,984
a3

5 08 /

G 0.6 / 9—Series1

S04 Linear (Series1)
G pd

.. 0.2

(@) /

D 0 T T T T T

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentrations de la BSA

Figure 2 : Courbe de dosage des protéines établie par nos soins




Résumeé :

La figue (Ficus carica L.) est un fruit de grande valeur nutritionnelle avec des teneurs
élevées en fibres, minéraux et vitamines. La consommation des figues seches est treés
largement répandue en Algérie notamment dans la région de Kabylie d’ou I’importance
économique de la culture de ce dernier. En raison de sa teneur élevée en sucre, la figue
séche est d’une grande sensibilité a la contamination par des moisissures et a la formation
de mycotoxines du genre Aspergillus notamment les productrices d’OTA par les
Aspergillus section des Nigri. De plus, les conditions pédoclimatiques en Algérie sont
favorables a ce genre fongique dont quelques especes (A. niger et [’A. carbonarius),
capables de produire les ochratoxines A (OTA). Ces moisissures toxinogénes sont
répandues sur les figues durant la croissance, la maturation et le séchage du fruit, mais se
développent en particulier durant la phase de maturation et de sur-maturation. Ce theme de
mémoire de fin de cycle vise a établir un état des lieux de la contamination par les OTA de
la figue seche algérienne notamment par la recherche des espéces ochratoxinogenes,
déterminer les points critiques et proposer des stratégies en vue de réduire sensiblement les
niveaux de contamination.

La démarche globale consiste en la recherche des espéces fongiques dans les
échantillons de figues séches collectées.

Mots-clés : Figue, figue séche, Aspergillus, mycotoxines, ochratoxine A, moisissures.

Abstract :

The fig (Ficus carica L.) is a fruit of great nutritional value with high contents of
fibres, minerals and vitamins. The consumption of dried figs is very widespread in Algeria,
particularly in the Kabylia region, hence the economic importance of its cultivation.
Because of their high sugar content, dried figs are very sensitive to contamination by
moulds and to the formation of mycotoxins of the genus Aspergillus, in particular OTA
producers by the Aspergillus section of Nigri. Moreover, the pedoclimatic conditions in
Algeria are favourable to this fungal genus, some species of which (A. niger and A.
carbonarius) are capable of producing ochratoxin A (OTA). These toxigenic moulds are
widespread on figs during growth, ripening and drying of the fruit but develop particularly
during the ripening and over-ripening phase. This work aims to establish an inventory of
OTA contamination of Algerian dried figs, in particular through the search for
ochratoxinogenic species, to determine critical points and to propose strategies to
significantly reduce contamination levels.

The overall approach consists in the research of fungal species in the collected dried
fig samples.

Keywords: fig, dried figs, Aspergillus, mycotoxins, ochratoxin A, moulds.
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