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RESUME

L’industrie agro-alimentaire généere d'importantes quantités de déchets le plus
souvent non valorisés. Le secteur phoenicicole algérien fournit a chague campagne prés
de 60 000 tonnes de déchets de dattes. Les dattes, de part leur grande.richesse en sucre
et leur conservation relativement longue, offrent de nombreu possibilités
technologiques tel que: les farines de dattes, le sirop de dattes €ble
[ %ﬁ laise de

i le dosage des

["université Saad

Toutes les analyses ont été effectuées au niveau de I’

formation professionnelle en industrie agro-alimentai
protéines est effectué au niveau de laboratoire de zootech
Dahlab de Blida.

L’ objectif de ce travail montre la poss(kilité de iond tes seches Mech-
Degla et I’ utilisation du jus de dattes de faiblequalité march h-Degla) comme

substrat pour lacroissance delab ue Bifidob, ongum.
n h-D A roduction des bactéries

Pour valoriser la variété de datt

lactiques ont été utiliséesle]

Le jus de datte obten actéristig y'si co-chimiques suivantes : une
faible valeur 3. P ver %&e I’acidité était d' une valeur trés éeve
2.5g/kg, les c@ @s& en ééments minéraux

Les ltats d S cr<> totaux 61.92%, sucres réducteurs 20.59% et

SO

10°® UFC pour Bifidobacterium Longum.
Lejusissu de rebut de dattes, de par sa richesse en sucres simples constitue un milieu

favorable pour le développement de Bifidobacterium Longum.

Mots clés: Dattes, Vaorisation, Bifidobacterium Longum, Jus de dattes, Fermentation.



ABSTRACT

The food industry generates large quantities of waste most often not valued. The
Algerian date sector provides each campaign nearly 60 000 tonnes of waste dates. Dates,
due to their high sugar content and relatively long shelf offer many technologica
possibilities such as: the flours dates, date syrup and date juice.

All analyzes were performed at the Nationa Institute "specialized trainig in Blida food

industry. Only the protein assay is performed at |aboratory zodtechrji¢al> s
Dahlab Blida xbd

The objective of this work shows the possibility of ery ri ates Mech-Degla
and use of date juice low merchantability (Mech-Degla) as bstrate for the growth of
lactic acid bacteria Bifidobacterium longum.
To enhance the variety of date Mech-Degla joint i
been used juice of Mech-Degla x

The date juice obtained has the

h %ocheﬂ% teristics: alow 13.5%
in water, pH tends towards acidi i as a@ value 2.5¢g/kg, ash 1.6%

showed rich in minerals

ion by l@astic acid bacteria have

<

Key words: Dates, Vauation, Bifidobacterium longum, Juice dates, Fermentation.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le palmier dattier est un arbre rustique s adaptant aux régions les plus arides du monde.

Il constitue la principale source de vie de la popul ation saharienne (Ch et al., 2001).

L Algérie, 5°™ producteur mondiale de dattes (Dji

potentiel phoenicicole agérien enregistre un accroi impartantayec un effectif qui

avoisine 15 millions de palmiers dattiers pour ung superfici plus-tle 350.000 har ; dont

11 millions productifs. Pour une campagne d inée, la pfoduction nationale peut
atteindre 500.000 tonnes, dont 240.000 tgrnes rep t envir 7% de Deglet Nour,
considérée comme étant la meilleure vari attes commergi ettent al’ Algérie

@ de viye qual % S que prés de 2.600.000
RUNES. mi S derniéres, 120.000 tonnes
e 1 es sont de trés faibles valeurs

t munes sont généralement destinées

marchandes (Ould El H
al’alimentatio

Les dattes de part leur grande richesse en sucres et leur conservation relativement longue
(Boulal et al., 2010), offrent de nombreuses possibilités technologiques suivant le
traitement auquel eles sont soumises. En effet, elles peuvent servir en tant que matiere
premiére en fermentation pour la production de divers métabolites tels que |’ acide citrique,
I’ oxytétracycline, I’alcool, la vitamine B12, les ferments lactiques ainsi que la levure de
boulangerie (Boudjela et al., 2001). Les dattes a faible valeur commerciae peuvent étre
utilisées comme substrats carbonés par les espéces microbiennes (levures, bactéries,...etc)
afin de produire la biomasse.



INTRODUCTION

Les dattes des variétés seches, sont des dattes de texture farineuse qui durcissent sur
I"arbre. C'est le cas des variétés Mech-Degla, matériel végétal de la présente éude. Elle
constitue d’ une teneur en sucres totaux tres importante, allant de 60 a 80 % du poids de la
pulpe fraiche (Siboukeur, 1997), et une teneur en eau qui varie entre 15 et 20% selon les
variétés (Noui, 2007). La datte pauvre en protéine et en matiéere grasse (0,43 et 1,9% du
poids frais) (Djouab, 2007), et renferme pratiquement |la plupart des éléments minéraux,

elle est riche en fibres. Ces dernieres ont un effet bénéfique sur la santéumaine, I’ apport

journalier recommandé étant de 0,025- 0,03K g pour un adulteXAmeTa

N

Le présent travail entre dans le cadre de la valorisation dattes, séches en général et

de Mech-Degla en particulier. Ce choix a été ogenté par | aible valeur marchande,
leur richesse en sucre et leur disponibilité. L objec onsacrée al utilisation de jus de

datte variété seche de faible valeur march co
croissance de bactérie Bifidobacterium ) gi dans @ éiorer la production

de bactérie lactique.
<

i€ outeuses servent de sources de
\ cas du lactosérum. En effet, le milieu

Actuellement, différen

carbones pour |

Notre

ne caractérisation physico-chimique, biochimique et microbiologique des dattes et de

éude comporte deux étapes principales:

leur jus,

- une étude de I’ effet du jus sur la production de bactérie lactique (BL).

La connaissance de ces critéres est indispensable pour I'évaluation des qualités
nutritionnelles, organoleptiques, technologiques et marchande, permettant une meilleure

orientation des variétés vers des utilisations adéquates.
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CHAPITRE | : LADATTE

|. palmiers dattiers et les dattes

I.1. Généralités sur le palmier dattier

Le pal mier dattier a été dénommeé Phoenix dactylifera L par Linne en\1934, dérive de «

Le palmier dattier est un arbre probablement orig
régions chaudes et humides. C'est une ece I, Monog done arborescente,
appartenant a une grande famille d arbr <%mas et pro tes (Gilles, 2000;

Djouab, 2007). Figure 01 montre le p%@lxﬁaﬁyhf@
~—

Figure Phoenix dactylifera (Bouklachi et Saib, 2011).

|.1.13Systématigue du Phoénix dactylifera L

Laplace du pamier dattier dans le regne végétal est classée comme suite (Amellal, 2008) :
Groupe : Spadiciflores

Ordre: Pamales

Famille : Palmacées

Sous famille : Coryphoidées

Tribu : Phoenicées
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Genre: Phoenix

Espéce : Phoenix dactylifera L

1.1.2. Datte

La datte est une baie, de forme généralement allongée, oblongue Qu ovoide, mais on

montre une coupe de la datte et du noyau.

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau

Peranthe

Rainure
ventrale

%J@& @daﬂla@dgue@ 2001).

1.1.3. rWedatte

tri de dattes représentent les fruits du palmier dattier non

in et qui sont destinés traditionnellement a I’ alimentation du

- Sich : dattes non fécondées.

La composition chimique des rebuts de dattes qui classent dans le groupe des aliments
concentrés énergétique (Chehmaet al ., 2001).

|.1.4.Description du cultivar Mech-Degla

Les caractéristiques générales du cultivar Mech-Degla sont:
-Nom vernaculaire : Mech-Degla.
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-Sens du nom : Datte qui n’est pas Deglet-Nour.

-Importance et répartition : abondant.

-Distribution géographique : Abondant aux Aurés, au ziban et au Souf.
-Date de maturation: Octobre.

-Période derécolte : Octobre-Novembre.

-Utilisation dela datte : fraiche et conservés.

-Mode de conservation : en sacs.

-Appréciation : datte excellente. &
-Digestibilité datte froide, tres digestible.
-Commercialisation : trés faible valeurs marchand u 0 Belguedj, 1996;

Hannachi et al., 1998) lafigure suivante montre datte Mach-D

L A N
. _

tout particulierement, Mech-degla, Frezza.... sont les plus répondues en Algérie.

-Les dattes demi-moules : de 20 a 30 % d humidité, elles occupent une position
intermédiaire al’ exception de la Deglet-Nour, datte a base de saccharose par excellence.

-Les dattes molles : taux d humidité supérieur ou égal a 30 %, elles sont a base de sucres
invertis (Boukhiar, 2007; Chekroune, 2009).
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1.1.6. For mation et matur ation des dattes

Chaqgue étape de la maturation de la datte a été identifiée nominalement, ce qui permet de
suivre |’ évolution du fruit ala cour de son développement.
-Stade Hababouk: stade qui suit la pollinisation.
-Stade Kimri: caractérisé par dattes (augmentation du poids et du volume), un taux

juteuses, fibreuses et dures (Estanove, 1990), alors que Nacj d humidité
décroi ssent.

-Stade Routab: la datte devient molle et le perd son
-Stade Tamar: correspondant al éapefinaedela

presgue toute son peau (Boukhiar, 2007; Dji%)?) @
Lafigure 04 résume les différents ch%@l dvlatte a@ son dével oppement.
(N O

M Rutab

@i@lﬂ[ (26-28 semaines) {amr
i (I3 semaines) brune (29 semaines)
‘ ﬁ@ jaune-rouge

ration du fruit ; ladatte aalors perdu

Hababouk Kimiri

1 i verte
(lsemame) (5 semaln#s)

blanche onctuense

Figure 04: Formation et maturation des dattes (Boukhiar, 2007; Messaid, 2008).
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1.1.7. Variétés des dattes

Les variétés de dattes sont trés nombreuses, seulement quelques unes ont une importance
commerciale. Elles se différencier par la saveur, la consistance, la forme, la couleur, le poids
et les dimensions (Buelguedj, 2001).

En Algérie, il existe plus de 940 cultivars de dattes (Hannachi et al., 19 Les principales

variétés cultivées sont : & @
ed X

-Deglet-Nour : Variété commerciale par excellence. C molle, considérée

comme étant la meilleure variété de datte du fait de son aspect, onctuosité et sa saveur. A

maturité la datte est d’une couleur brune ambrée épicarpeTisse |égerement plissé et

lal, 2007et Bacha,

hY

brillant, le mésocarpe présente une texture fihe |éger
2008).

reuse

o@ oi Ktire imr@g@mnemique par apport a
Mduss-sont :%i<> gla-Beida et Mech-Degla
de @9 ioh des variétés communes est de

consistance molle.
Le tableau suiv morx(ultiv ts dans les principaux pays producteurs de
dattes.
<

-Lesvariétés communes ;: Ces varié
deglet—nour. Les variétés les plus
(Bacha, 2008). Selon Belgued] (200
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Tableau |: Cultivars dominants dans les principaux pays producteurs de dattes de I’ancien

monde.
Pays Cultivars Pays Cultivars
Algérie Degla-Beida, Mech-Degla,Libye Bikraari, Khadrai, Tasfert

Deglet-Nour.

Arabie Rouzeiz, Koulass, Kounneizi. Maroc Ji hel Bou s, Mehjoul.
Saoudite

Egypte Hayani, Saidi ou Siwi, Samani,  Mauritanie Wmterguel
'9

I,Amsers
Irak Zahidi, Sayir, Hallaoui, DeriPakistan Ja}%Sor Berni Karoch. Siah
Hacraoui, Hestaoii, Tsiptab, Barhi. » <arba, Kalud Rebai. Dandari
Maz ' zo, Abdandan,

m awijat, Kluskeech,
<&

ZargWekrani, Begum, Jangi,

)

%Z&rdan ou Zard Irani.

Iran Savir, %@kab ‘F}:@ Martchiano,Zalao,Mektouli,
@ K oudidou.
Tunisie Degfe%\\our ﬂl\@ou Fn(\@\\\\)

(Munier, 1973)
|.mﬂ de dal
N
ans le monde

Les principaux pays producteurs de dattes sont : L'Egypte, L’lran, L’Arabie
Saoudite, le Pakistan, L’ Algérie et le Soudan, les Emirates Arabes Unis... (Boukhiar, 2007,
Djidel, 2007 et Messaid, 2008). La production mondia e de dattes réalisées en 2007 est de 5,09
million de tonnes (FAO, 2007). L’ Irak, quant a lui, a atteint une production de 0,91 millions
de tonnes (FAO, 2004).
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-En Algérie

Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas seulement, pour une superficie de
120 830 hectares. Biskra 23%, EI-Oued 22%, Adrar 21% et Ouargla 15% (Bacha, 2008;

Djouab, 2007 ; Messaid, 2008). La figure 05 montre la répartition de la production de dattes
danslawilayad Adrar.

5%

0, .
6%~ 17% 5%
B Hmira B Tin I Tgaza on
i Tal&éaz%l B&ﬂﬂ_l ;

\J)
Figure05: Reparttoed aW|Iayad Adrar (Boulal et al .,

La produGtion réalisé s la go agrlcole (2000/2001) est de 4.18 millions de

quintau meltgl, 2008 ; Bo & saib, 2011). Le tableau 1l montre le nombre des
p en Algéri
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Tableau |I: Production des dattes en Algérie de la compagne agricole (2000/2001), en

quintaux.
Deglet-Nour Ghareset Degla-Beida et Total
. (Dattes fines) analogues analogues
wilayas (Dattesmolles) | (Dttes Séches)

Adrar 0 0 572 o%o ( \sizooo

L aghouat 350 1990 /}o& Wlo

Batna 210 1430 (/\@J 6510

Biskra 769620 134 760 292 QSQ 1196 660
\

Bechar 0 0 K4 890 94 890
A

Tamanrasset 0 0 47 2%0\\\ 47 930

(>
Tébessa 4 620 4 A 10 360
Djelfa 250 @\1&@9 §0 400
M’sil 0 @)o ( \(92 500 2 500
'sila
G QN

Ouargla ( (434 1}@\ —/ 207@%@ 66 740 708 610

EI-Baya% w> N \Q?@M 0 8750

Illiﬂ\ 0 §x\ 620 8000 8710
[N

0 &\ 500 0 500
NN

wﬁw 89 N 234 920 105 820 236 190

enchela 1610 4880 1480 7970
Naama 0 1690 190 1880
Ghardaia 106 000 38 600 131 400 276 000

Total 2212310 640 000 1331 960 4184 270

(Amellal, 2008; Bouklachi et Saib, 2011)

|.2. les Compositions biochimique dela pulpe

La chair représente 80 a 95 % du poids de la datte fraiche, elle est riche en sucre, ce qui

lui donne un trés grand pouvoir énergétique (Maatalah, 1970). Elle est également riche en eau,

10
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en éléments minéraux et en substances vitaminiques, par contre sateneur en matiére grasse est
faible, en plus de ces composants la datte renferme: fibres, proténes, celluloses, pectines,
polyphénoles (Boukhiare, 2007; Chekroune 2009).

Les sucres et |"eau sont les constituants les plus importants et ces deux ééments conferent

par leur proportion la consistance de la chaire (pulpe) (Munier, 1973). Le tableau suivant

résume les compositions moyennes de dattes communes.

Tableau 111

: Compositions moyennes pour 100 g net de dattes communes

Composants Quantités (g/100g d
corp\mu @%
Glucides NN
Protides 25
Lipides ™~ 0.K)
Fibres alimentaires 7.1
Les minéraux et oligodiments 71518
Eau dans Yadatte fraf 19540 dans
la datt
Apports énergétiques \» \//23] Ok Cd o((éé/f&@b k Joules.
Vitamines N/
VitamineC  ({ )N\ @\@‘?
Provitaming A (LN ANLS) 0.03
BIG\V o~ AN 0.06
R [ ow
NN N 17
N ) 08
BT N\ 0.15
B9 N\\\V 0.028

(Benahmed, 2007)

i

Eau

N\ ,
i 06 montre I@ ons biochimiques globales de la datte.

e

s

Hon
=4 I Dl o ind

hatizre

Foii Idatizre

séche

h k.

L

saccharose

Sucres

botaus Slucose

=

Fructoss

Figure 06: les compositions biochimiques globales de la datte (Estanove, 1990).

11
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|.3. Composition biochimique de noyau

Dans le tableau IV est citée la composition des noyaux de deux dates Mauritanienne et
Irakienne.
Tableau 1'V: Composition biochimique de noyau de dattes.

Congtituant | Noyau (Mauritanie) % Noyau (Irak)
Eau 7,16 64
Cendres 1,22 &\1&&))\/
Lipides 8,86 *&\{%
Protides 6,54 5,22
Glucides 58,90 \ 62,51
Cellulose 17,32 \% g@}\gg\

(M 973)

|.4. Intérét nutrltlonnelledeladatt%\Q

Le taux élevé des sucres pe

permis de constituer un
Djouab, 2007).

Du fait de leur pouvoir hydrophile, les fibres facilitent le transit intestinal et exercent un

réle préventif sur les cancers colorectaux, les appendicites, la diverticulose, les varices, les
hémorroides, les diabétes, |I" hypertension et I” hyperchol estérolémie (Amellal, 2008).

La datte est également riche en polyphenols, ces derniers jouent un réle important dans
le corps: ils ont des effets anti-inflammatoires, antioxydants, hypotensif ; ils

renforcent en outre e systeme immunitaire (Djouab, 2007).
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Il. technologie dela datte

I1.1. Valorisation des déchets de dattes

Selon Estanove (1990), de nombreux produits sont élaborés a partir de dattes déclassées
de faible valeur marchande, ou a base des rebuts de datte, ces produits sont regroupés

comme suit :
[1.1.1. Produits non fer mentés &\

Farine de dattes

Obtenue par broyage de dattes dénoyatitées,

by
a
SO

h Degla-Beida ou
Mech-Degla, ou susceptible de le deveni

j ccati utilisée en biscuiterie
et patisserie (Djouab, 2007). & @
Pate de dattes % Q

ulped t les, il suffit d’gjouter de I’ eau, et de pétrir

ogene, Les pates de dattes sont utilisées en

venétre mélangées avec les arachides, la poudre du lait

préparation nécessite des variétés de dattes molles. L’ extraction se fait par pressages

de la pulpe de dattes, et le produit ainsi obtenu présentant |'aspect du mid d abeilles
(Bouklachi et Saib, 2011).

Jusdedattes

Le jus de dattes est connu depuis longtemps dans la plupart des pays producteurs de
dattes, ce jus est appelé « Roub » en Algérie. Ce jus est extrait apres trempage dans de
I” eau chaude (80c®) pendant 1 heure au moins (Djidel, 2007).
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Sirop de dattes

Il peut étre fabriqué avec n’importe quelle datte de qualité secondaire, ¢’ est un produit
stable d’ une couleur plus ou moins brune, utilisé en pétisserie comme édul corant (Djidel,
2007). Selon Espiard (2002), cette gamme de produit est basée sur I’ extraction des sucres
par diffusion de ces derniers et des autres composants solubles de la datte. Par mélange et

cuisson de pate ou de morceaux de dattes et de sirop nous pouvons obt es cremes ou
des confitures d’ excellente qualité. &
Sucrede datte

Obtenu par concentration sous vide du sirop dedattes (Bo hi et Saib, 2011).

11.1.2.Produits obtenu apr és fer mentation @
Alcool de dattes % < (g @

@ <
Le modt datte sert de tatio production d alcool éthylique.

L’ alcool éthyliqueaét atoire endement de 87% (Messaid, 2008).
Vinaigre ( 5/\ @

&
euse d'acide acétique, résultant d'une fermentation

bactéri ces sont des bactéries acétiques: Acétobacter (Espirad,

Acide citriqgue (C6H807
Q¢ que ( )

L’ acide citrique est produit par fermentation : Aspergillus Niger de sirop de dattes
(Boukhiar, 2007).

Vitamine B12

La production de la vitamine B12 est assuré par: Streptomyces albidoflavus antibioticus,
ou Streptomyces aureoflacuis. Les rendements sont similaires a ceux obtenus sur d’ autres
substrats tels que laméasse (Djidel, 2007).
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11.1.3. Biomasse

Levureboulangere

Jusqu’ a présent, la production industrielle de la levure boulangére se fait sur la mélasse,
ou sur les produits amylacés (Amidon). Le rendement maximum atteint aprés 22 heures de
culture en aérobiose est de I’ ordre de 9 g/l, calculé en poids sec (Bouklachinet Saib, 2011).

&
%sont : candida utilus

Levurealimentaire S.C.P (Signale celle protéine)

Les especes de levures cultiveées sur le jus de dattes dilué

et torula Sp. Le rendement maximum est attel moins de 24 heures de culture une
tonne de dattes pourrait assurer une praduction g de , dont la teneur en
protéine est estimée a 52% (Bouklachi et Saib,2011). @

e

pas de problé C ‘ eveloppés et les pays sous-développés,

comme cest

populations dans les zones a écologie fragile. Ainsi, les produits issus de la transformation

de la datte limiteraient, par ailleurs la dépendance économique du pays vis-avis de
|"étranger et lui permuteraient d économiser des devises susceptible d étre dégagées pour
d autre secteurs (Boukhiar, 2007 ; Djouab, 2007 ; Messaid, 2008).
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Lafigure 07 montre I’ opération de transformation technologie de datte

Transformation biotechnologique Transformation technologique
l’@ ™\
oudr@w\
LAN L 2\' Mt
7
e
. S

Alcool

Vinaigre

Acide citnique
Biomasse
Protéines

e
Huile de noya ]
O

Aliments de bétail J

g/
H.
47

'-.S\ J
o
Extraifs
fonctionnels
Aliments de batail

Figure 07: Technologie de datte (Boukhiar, 2007).
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I11. lesbactérieslactiques et bifidobactéries

I11.1. Généralité sur les bactérieslactiques

Les bactéries lactiques interviennent dans I’industrie laitiere et dans la fermentation de
nombreux autres produits alimentaires, en contribuant a latexture, al eur des aliments
et a la production des composés aromatiques. Ils fermentent les glucid acide lactique
d’ ot une diminution du pH favorable ala bio conservation desitenr ires (Tabak

% ratiquement
le seul produit formeé et «hétérolactique» si d autres : t i présents (acide
acétique, éhanol, CO,) (Yann, 2003).

Les bactéries lactiques ont éé isolées<a partir Rbreux X naturels végétaux
(plantes et fruits), animaux et humain % buccae i les féces, le lait)
(Luquet et al., 2008). S @

Le groupe des bactéries | |@% i e%sen (1919). Il réunit plusieurs
genres caractérisés par % \:: glucides en produisant de I’acide

lactique (Djidel )& %
Le tab%ont res %e fermentation des bactéries lactiques.
<

et al ., 2012). La fermentation est dite «homolactique» si Kaci
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Tableau V : Les genres et |e type de fermentation des bactéries | actiques.
Genre Typede Principaux Isoméresde
fermentation produits de I"acide  lactique
dégradation produit
Streptococcus Homolactique Lactate 1\
Pediococcus Homolactique | Lactate (£ \{&;ﬁ
(¢
Lactobacillus
-Homofermentaire. Y . L, DouDL
-Hétérofermentaires)| Homo ou hétéro | Lactat ate et x ou DL
facultatif. lactique e §
_ >
-Hétérofermentaires| Hétéro lact e, acétat L, D ouDL
obligatoire <

%%o

Leuconostoc\

B&gi?:@um

é&) Iact%@ﬁctate, acétate, D
@s CO;
N

Bifi Wi que | Lactate, acétate L

2l .2. Bifidobactéries

I11.2.1. Historique

N

(Bouklachi et Saib ,2011).

Au cours de ses recherches sur la flore du nourrisson en 1899 et 1900, Tissier découvre

des bacilles a Gram positifs incurvés, souvent bifides, qu’'il nomme Bacillus bifidus

communis. De 1900 a 1957, cette espéce est inclue dans la famille des Lactobacillaceae

sous le nom de Lactobacillus bifidus. En 1924, Orla Jensen reconnait |’ existence du genre

Bifidobacterium mais étant donné ses similitudes avec le genre Lactobacillus, les

bifidobactéries resteront assimilées au genre Lactobacillus jusgu'en 1957. En 1957,
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Dehnart réalise qu'il existe plusieurs biotypes de Bifidobacterium. 1l faudra attendre 1963
pour que Reuter découvre sept espéces du genre Bifidobacterium. C’ est dans |a 85" édition
du Bergey’'s Manua of determinative Bacteriology que le genre Bifidobacterium est
reconnu (Delcenserie et al ., 2002).11 est inclu dans la famille Actinomycetaceae de |’ ordre

des Actinomycetales (Chéteau et al.,1994).

I11.2.2. Systématique

Regne : Bacteria
Embranchement : Actinobacteria
Classe : Actinobacteria
Sous-classe : Actinobacteridae
Ordre: Bifidobacteriales
Famille : Bifidobacteriaceae

Genre: Bifidobacterium

[11.2.3. Morphologie et les caracggqu
Bifidobactérium (anci n aC|I %J ; est un bacille a gram positif,
3y obi [ atify )\immo ido-al cool o-résistantes, non sporul és.

ium sont batonn phologie variée avec une paroi cellulaire

lules ramifiées, bifurquées-spatul ées, isolées

le. Le genre est caractérisé par la présence d' une

€tant comprise entre 6.5-7. Aucune croissance n'est observée a des températures
ieures a 25°C et supérieures a 45°C et a des valeurs de pH inférieures a 4.5 ou
supérieures a 8.5 (Danilo, 2010; Yann, 2003). Les bifidobactéries ont un pourcentage en
base G+C entre 55-67% dans |’ ADN(Bourgeois, 1996).

Les espéces du genre Bifidobacterium ne possédent ni endotoxine, ni exotoxine. Ce
genre n’est pas considéré comme pathogene (Delcenserie et al, 2002). Parmi les 32 espéces
de bifidobactéries répertoriées, 10 sont considérées comme étant d’ origine humaine (Y ann,
2003).
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11.2.4. Besoins nutritionnels

Besoins en composés azotés

Les bididobactéries sont capables d' utiliser les sels d’ammonium (azote inorganique)
comme seule source d azote. Ces espéces, lorsqu’elles croissent sans source d’azote
organique, rejettent des taux considérables d’ acides aminés dans le milieu. Par exemple, B.
bifidum peut produire jusqu’a 150 mg/litre de thréonine. En générd, les acides aminés les

plus souvent produits sont I’ alanine, lavaline, I’ acide aspartique et lath

Les bifidobactéries sont généralement incapables de réddire ‘ nitra
(Delcenserie et al., 2002). \
Besoins en sels minéraux &

Les besoins en minéraux ont surtout été étudi ez B. bifidtim. Cette espéece a besoin

de fer, de magnésium et de manganese (LK 3). @

et
Besoins en vitamines S g&

On distingue trois groupes > rod@oﬁgA<> la libération de thiamine,
acide nicotinique et acide fali um % ntis les accumulent en grande
quantité alors que B ~—longu faibles producteurs. L’espece B.

vitani

. Ar
adolescentis n et% et al., 1993).

«facteur de croissance». Parmi ces facteur de

/». Les chaines courtes de fructo-oligosaccharides appelées «néosugars» sont

core plus intéressantes car en plus de favoriser la croissance des bifidobactéries, elles
empéchent la croissance de Clostridium et d’ E.Coli. Enfin, d autres substances comme le
lactosucrose, le lactisol et les xylooligosaccharides sont également décrites comme ayant

un effet positif sur la croissance des bifidobactéries (Delcenserie et al., 2002).

111.2.5. Métabolisme

Bifidobacterium est anaérobie stricte, nitrate réductase et sa croissance nécessite une

assez forte teneur en COs,. Elle est le siege d'une fermentation hétérolactique. Le fructose
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est dégradé par fermentation selon une cascade de réactions aboutissant a la formation
d acétate et de lactate. Normalement 75% d'acétate sont formés pour 50% de lactate.
L’ enzyme clé de ce mécanisme est |a Fructose-6-phosphate phosphokétolase (F6PPK) qui
scinde |I” hexose-P en érythrose-4-P et acétylphosphate.
Cependant, la dégradation du pyruvate en acide formique et acétylphosphate et la réduction
de cet acétylphosphate en éthanol peuvent modifier le ratio en faveur d' une production
d acétate, acide formique et éhanol plutét qu'en faveur d'une production de lactate
(Delcenserie et al., 2002)

Les produits de la fermentation des bifidobactéri

et conservation des
anito, 2010).la figure 08

interviennent dans le golt. L'acidité induite par ¢

s

aliments en inhibant le développement d'autres bactéri
montre la fermentation lactique chez les Bifidob &r\

tulose-7-F \/
op ' 4
Erythrose-£-F w
Areind P KQ A livse5-F

Taceryl-F
+ 1 Gl yceraldebhy de -3 P

+ EHIO

BV emrymis

igure 08: Fermentation lactique chez les Bifidobactéries (Delcenserie et al., 2002).

I11.2.6. Culture

On peut isoler les bifidobactéries sur le milieu TPY (Tryptone Phytone Yeast extract).
Elles se développent dans une atmosphére riche en CO, aprés une incubation a 40°C
pendant 72h. Les géloses TGY -dicloxacilline peuvent étre utiles pour caractériser une

contamination fécale par Bifidobacterium (Annonyme, 2011).
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111.2.7. Bénéfices nutritionnels

L es Bifidobactérium agissent sur la digestion en modifiant la morphologie et la physiologie
du tractus gastro-intestinal de I’ héte. Ils influencent la maturation et le renouvellement des
entérocyte. lls sont également impliqués dans la dégradation et la régénération des
mucines intestinales. Les différentes propriétés font que I’ utilisation.des Bifidobactérium

comme probiotique c'est-a-dire des microorganismes vivants dport additif
(Chateaure

alimentaire permet d améliorer les bénéfices nutritionnels de I'tidte

111.2.8. Réle thérapeutique des probiotiques

Les Bifidobactérium sembleraient avoir un réle bénéfiquesur 1asanté de I'hnomme. Ils
seraient efficaces dans les traitements de no x désordfes digestifs: diarrhées,

flatulence, constipation, colites, gastroen raient ent une action sur
d autres: tumeur, taux de cholestérol éleve...(Chéteau et al., @

Q °
[11.3. Généralité sur BIfIdObaC XT‘Q ’

Le Bifidobacterium |

féces d' enfants
longum a été décrites en
Q

deno X trav ifiqués
<>
*.‘ &> dont 70% des souches sont porteuse d’ADN

N

(fidobacterium longum subsp. suis comb. nov (Delcenserie et al., 2002) la figure 09

montre la bactérie Bifidobacterium longum.

Figure 09: Bifidobacterium longum en microscope é ectronique (Annonyme, 2011).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

La présente étude évalue quelques critéres physico- chimiques, morphologiques,

biochimiques et microbiologiques de Mech-Degla.

Toutes les analyses (physico-chimiques et microbiologiques) ont éé effectuées au

niveau de |'institut national spécialise de formation professionnelle™en_industrie agro-

alimentaire de Blida. Seule |le dosage des protéines est effectu€au

zootechnique de | université Saad Dahlab de Blida duranj-une g
avril jusgqu’a 30 juin 2012.
|. Matériel biologigue &

Les bactéries lactiques utilisées ou %\ts lactiqu i nt représentés par

orne de mp

Q &
io er—‘i’ éralement sous vide et a basse

ement l'eau d'un produit congelé

Figure 10: Bifidobacteriumlongum al état lyophilisé.
IMMatériel végétal

Nous avons choisi dans notre étude le jus de rebut de datte (Mech-Degla),

La Figure suivante montre Datte Mech-Degla.
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Figure 11: Datte Mech-Deg

I1.2. Choix delavariété (Méche- Degla)

Le choix de cette variété se justifie \A%ité gu abondance au niveau

national, sa faible valeur marchand Ité)de conservati sa composition : I s agit

e po issance et le développement des

I’&mtillon %
s \ t achetées le mois de Mars 2012. Elle est

n\\‘ ayade Biskra. Ces dattes ont été récoltées au stade

|.4. Préparation del’extrait de datte

Selon Boudjelal et al. (2001); pour obtenir un extrait de datte (jus) variété
seche : «Meche- Degla », nous devons passer par |es étapes suivantes
v' Lapulpede dattes est soigneusement lavée.
v Eliminer les loges capillaires et les noyaux des dattes.
v Couper en petit morceau.
v' L'eau distillée est additionnée araison de deux litres par kilogramme de pul pes.
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v' Le mélange est chauffé a 80 °C pendant 2 h dans un bain-marie avec agitation de
temps en temps.

v Apres refroidissement, |’ extrait obtenu est centrifugé a 5000 rpm pendant 30 mn
afin de séparer les débris cellulosiques.

v Pasteurisation de I extrait de datte par | autoclave a 80°C pendant 10 mn.

La figure suivante montre |’extrait obtenu de datte (jus) variété séche: «Meche-

Degla ».

Figure 12' ‘ &S
[11. Analyses morpholeg % atte Q
Lesanalysesq suiverN'r' £3

v La

0 dattes (Acouréne et Tama, 2001).

NS
| phvsiiqu&s

(JI 1. I}ét/ermination delateneur en eau (NF : 707mars 1976)

Principe:

La teneur en eau est déterminée sur une partie aliquote de 5 g d’ échantillon étalé dans
une capsule en porcelaine puis séché dans une étuve, a la pression atmosphérique, a une
température de 103 + 2 °C.

Mode opératoire:
-Sécher des capsules vides al’ étuve durant 15 mn a103 + 2 °C.
-Tarer les capsules apreés refroidissement dans un dessiccateur.
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-Peser dans chague capsule 5 g d'échantillon a une précision de + 0,001 g, €t les placer
dans |’ étuverégléea103 + 2 °C.
-Retirer les capsules de I’ étuve, les placer dans le dessiccateur, et aprés refroidissement, les
peser. L’ opération est répétée jusqu'al’ obtention d’ un poids constant (en réduisant la durée
de séchage a 30 mn).
Lateneur en eau est égale ala perte de masse subie dans les conditigns de la mesure.

Expression desrésultats:

H% = Mi - Mf/P X 100

<
Soit : \
H% : Teneur en eau ou humidité. X
Sule.

Mi : Masseinitiale « avant dessiccation » « Matiexe fraiche +
Mf : Masse finale « aprés dessiccation » « Matier e+ capsulé ».

P:Massedelaprised essa 5 g.
Lateneur en matiére seche est calcul ée n}aelation suiv
M atiére séche% = 100% - Humiité S @

V1.2. Déter mination de pH (N

Principe:

arecture du pH directement sur | écran.
Rincer | électrode avec | eau aprés chaque utilisation.
Expression desrésultats:

Lecture directe de lavaleur du pH sur le pH metre.

V1.3.Détermination dela teneur en cendre

Principe:
Le dosage des cendres est baseé sur la destruction de toute matiére organique sous |’ effet

de latempérature élevée (500°C).
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Mode opératoire:
-Peser 1 g de matiére seche dans une capsule préal ablement taree.
-Faire passer la capsule au four a température de 500°C pendant 5 heures.
-Apres refroidissement retirer la capsule.
Expression desrésultats:
MO % =Mi-MfxP
Soit :

MO% : Teneur en matiére organique. @
Mi : Masseinitiale « avant incinération » « Matiére sg
MTf : Masse finale « aprésincinération » « Cendres + capsule

P: Massedeprised essai 1g.

Lateneur en cendre est égale a: Cendraéaxmo %.

V1.4. Déermination del acidité i alg <MNF (V(f)fib

Principe:

Cette détermination ometrlque qui consiste a titrer les
' [ I orer les acides minéraux par ébullition.

«:«

@o uis homogénéisé le méange.

Sous agitation magnétique, verser al aide d une burette la solution NaOH (0.1N) jusgqu a
|"obtention d"une couleur rose persistant pendant 35s.
-Noter le volume V; de NaOH.
-Effectuer deux déterminations sur méme échantillon.
Expression desrésultats:

L acidité titrable est exprimée en milliéquivalent pour 100 ml .Elle est obtenue en tenant
compte de ladilution, selon laformule suivante :

A% =100x (V1/VO0)

Vo : volumedelaprise d essai en ml
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V1 : volume en ml de la solution de NaOH (0.1N) utilise.

V1.5. Déermination de la teneur en protéines Méhode de Kjedhal (NF V03
050,1970)

Principe:
Le principe de la méthode est basé sur la transformation de |’ azote organique en sulfate
d’ ammonium sous I’ action de I’ acide sulfurique en présence dun %q dose apres
( ,

déplacement en milieu alcalin et distillation sous forme d’ |

Mode opératoire:

froid pendant 15mn

jusqu'al’ apparition de vapeur blan dride iq@, uis le chauffage (420°C) et

rendu plus énergique (attag ant 4 '

-Aprés décoloration col -@ { soltilon est refr complétée a 100 ml avec de |’ eau

distillée.

-Ladiaillaion@; disti matique VELP ou |’ gjout de 20 ml de soude
at rfque dans une fiole de 250 ml est réalisé selon un
[ > : <?néthyl ene et rouge méthylene.

teneur en azote total est déterminée par laformule suivante :
N% =V /V’' x (N=N')x 0,05x 1,4/ P
Soit:
V : solution minéralisée et complétée 100 ml.
V'’ : volume de la soude gjoutée 20 ml.
N : laquantité d' acide sulfurique lue aprés titration.
N’ : letémoin 0,2.
0.05 : lanormalité d’ acide sulfurique.

P : poids delaprise d’ échantillon 0,2 g.
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1.4 : constant.
Les résultats sont donnés sous la forme suivante :
% PROTEINES=% N x 6,25

V1.6. Dosage des sucrestotaux et sucresréducteurs

Mode opératoire:

Introduire 20 ml de | échantillon, dans une fiole jaugée deCt00 y

solution d’acétate de plomb.
-Ajouter par petite quantités jusqu au trait de jauge, pui filtrelemélgnge (filtrat 1).

VI .6.1. Dosage des sucres réducteurs
iquélr de % les sucres réducteurs
ere etape;atalonner’ laliqueur de Fehling.

g
Mode opératoire: QQQ
-Prélever dans de-sdlutio g | et 5 ml de solution de Fehling I1.

-Ajuster jusqu’ X et puis metre a ébullition.
-Titrer par lefiltr a digparition de la couleur bleu.

O . o - .
ene et continuer la titration jusqu'a |’ apparition de la

Principe:

Cette méthode basée sur la réduct

contenus dans I’ échantillon. Da

oment la, arréter le titrage et noter le volume de filtrat

|.6.2. Dosage des sucres totaux (Dubois et al., 1956)

Principe:
Cette méthode permet de doser les oses en utilisant le phénol et I’acide sulfurique
concentré. En présence de ces deux réactifs, les sucres donnent une couleur marron

cuivrée.

Mode opératoire:

-Prélever 50 ml defiltrat 1 et y gjouter 5 ml d""Hcl concentré.
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-Porter le mélange au bain marie jusqu au 70°C pendant 5 minutes.
-Neutralisation avec NaOH (10 N)/en présence de phénol phtal éne al1%.
-Prélever dans un bécher 5 ml de solution de Fehling | et 5 ml de solution de Fehling I1.
Ajuster jusqu a 100 ml avec de | eau du robinet puis chauffer jusqu a ébullition.
-Titrer par lefiltrat obtenue jusqu’a disparition de la couleur bleu.
-Ajouter 2 gouttes de bleu de méthylene et continuer la titration jusgu a |’ apparition de la
coloration marron cuivrée, a ce moment arrété la titration et noter | lume de filtrat
dépensé soit V.. &
Expression desrésultats: \

-Sucresréducteurs: (S=g/l) &

S=[240/V x (V1- 0.05)] x 10

V : Volumedelaprise d essal

V1 Volumedu filtrat 1

-Sucrestotaux :(S=B g/l) X @
S=[500/V x (V2. 0.05 @ @

V : Volume de la prise d essai \

V,: Volume defiltrat 2

-Saccharose : S=g/|
V. Anai@es micr oj ues Q

@p ion de@x> ere et des dilutions décimales (NF : V08-06,1991/1 SO

La technique de la dilution s effectue aseptiquement, avec un maximum de précision,

aprés homogénéisation convenable du produit & analyser (jus de datte).

-On préléve 1ml de la solution mere et on I’introduit aseptiquement dans un tube stérile
contenant 9ml o eau physiologique stérile, pour obtenir une dilution de 1/10 ou 10™.

-A partir de la dilution 1/10, on préléve alaide d une pipette stérile 1ml que I’ on introduit
dans un tube stérile contenant 9ml d’'eau physiologique stérile, on homogénéise et on
obtient ainsi ladilution 1/100 ou 10°
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-Introduire ensuite aseptiquement &1’ aide d’ une pipette 1ml de ladilution 10 dans un tube
stérile, contenant au préalable 9ml d’une méme dilution, cette dilution est alors au 1/1000
oul07® (Beerens et luquet, 1987).
Cestrois dilutions serviront alarecherche des germes suivants :

v’ Germes aérobies mésophiles totaux.
Coliformes
Levures et moisissures.

Straphylococcus aureus.

&
Salmonelles.
Clostridium sulfito-réducteur.

Streptocoques fécaux.

ISR N N N N

V.2. Recherche et dénombrement des ger mes a mésoplitfes totaux (GAMT) a

o) Z %9 \/ (ii
@ g

Principe: Q N
Le dénombrement de la flore.t 3 sU gse/PCA (Plate Count Agar), par un
ensemencement en pro 0. O onies lenticulaires obtenues (Joffin
et Joffin, 2000)
M ode opératoixe :
r des dil imales alant de 10° a10", on procéde & un
cement <& , en goutant aseptiquement 1ml des dilutions
ales d boites des pétri stériles, aux quelles, on additionne environ

20ml de gélose PCA préal ablement fondue et ramenée a45°C £ 1. Faire par lasuite
des mouvements circulaires en formes de « 8 » pour permettre a I’inoculum de se
mélanger ala gélose utilisée.

v Laissez solidifier sur paillasse, puis rajouter une deuxiéme couche d’environ 5ml de
la méme gélose, cette double couche a un réle protecteur contre les contaminations
diverses.

v L’incubation des boites est réalisée a 30°C pendant 72h.

Lecture:
La lecture se fait par le dénombrement des colonies des GAMT qui se présentent sous

forme lenticulaires en masse, en prenant compte le nombre des colonies compris entre 15
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et 300, on multiplie le nombre trouvé par I'inverse de sa dilution. (Beerens et luquet,
1987).

V.3. Recherche des Coliformes par comptage des colonies

Principe:

Par cette méthode les coliformes sont des bactéries qui atempérature iques (30,35 ou

37°C,) forment des colonies caractéristiques dans la gélose lacdtosee il

et au rouge neutre lorsque |’ essai est effectuée selon la metho N urgeois et al.,
1996).
Mode opératoire:

v' A partir des dilutions retenues, tréﬁ 1 soluti gre dans la boite de

pétri numérotée pour cet usage.

v" Dans les méme condition de Az e mani e ransfére a |’aide d’ une

nouvelle pipette, 1ml de diatkon dé edaris une boite a pétri.
v" Dans les méme conditiarns méme mMani n transvase 1ml de latroisieme
a

.ron 15ml de gélose VRBL, fondue,

dilution décim
refroidi aﬁ%“ 4 2°Cia hain marie.
e soig
' he i 0 ,

tenant entre 15 et 150 colonies.

V.4. Recherche et dénombrement deslevures et moisissures (NF | SO 1954).

Principe:

Les levures et moisissures sont des champignons inférieurs, hétérotrophie, organismes
eucaryotes, qui proliferent sur les produits acides. Leur dénombrement effectués sur milieu
sélectif ; OGA (Oxytétracycline glucosé agar) ou bien sur gélose Sabouraud additionné par
le chloramphénicol (Guiraud, 1998).
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Mode opératoire:

v" On transvase 1ml de chaque dilution dans des boites stériles, aux quelles, on gjoute
de lagélose OGA préalablement fondue et refroidie a45°C dans un bain marie.

v' On mélange apres, par des mouvements circulaires et de va et vient puis, on incube
les boites & 22°C pendant 5 jours.

v On doit surveiller quotidiennement les boites pour éviter I’ envahi ent du milieu

par des moisissures.

&
Lecture: X
Pour le dénombrement des colonies, en faisant {stinc re les levures et

moisissures d aprés leur aspect macroscopique, on prend considération les boites

contenant 15 a 150 colonies et on multipliele no ouve par |’inverse de ladilution.

V.5. Recher che des Staphylococcus aupeuxsg .V 08-057 N&@
% S Q\)
Q40

Principe:

) éries qui forment des colonies
Se gqu’ en anaérobiose
milieu sélectif, on distingue des milieux

», qu'est un milieu hypersalé (7,5% de NaCl) donc

issance abondante de Staphyl ococcus aureus (Bougeois et

ode opératoire:

o Méthoded’enrichissement en milieu Giolitti Cantoni (G C)
-Préparation du milieu d’enrichissement : Au moment de I’emploi, on ouvre
aseptiquement le flacon contenant le milieu GC pour y gouter 15ml d’une solution
de « Tellurite de potassum ». Bien homogénéiser, le milieu est alors prét a

I”emploi.
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-1%¢ é&ape: Enrichissement : On introduit dans trois tubes & essai stériles 15ml de GC,
puis on prend 1ml de chacune des dilutions de 10° & 10 et le mettre dans |e tube de GC,
et bien mélanger. L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a48 h.
L ecture: Seront présumes positifs, les tubes ayant virés au noir.
-eme étape: Isolement: Pour Sassurer qu'il sagit bien d'un développement de

Saphylococcus aureus; ces tubes feront |'objet d’une confirmation par isolement sur

24 a48h (Bougeois et al., 1996).
Lecture:

Seront considérés comme positives, les boites contenant colonies caractéristiques a
savoir des colonies lisses, brillantes, pigmenté jaune et ‘éntourées d’'une zone de

transparence. La coloration jaune due a kxfermen U man donc acidification

MR
ez%% ation et al’isolement, il y a
dilution car le nombre réel de

ution. Dans ce cas; il y adonc 10

du milieu qui vire au jaune.

Expression desrésultats:
Si aladilution 10 : le tube 3

des colonies caractéristiques,_i

Saphylococcus aureus

Staphylococcu s Wih d
o

e
V6. Reé?erched Ifite-Réducteurs (NEVO8 056Avril . 1994).
S

N

pstridium réducteurs sont des anagérobies strictes, peuvent former des

ores\¥$ ont le pouvoir de réduire les sulfites du milieu en sulfure, cette propriété de
Ifito-réduction génére le dégagement d'H,S, qui réagit avec les sels de fer pour former
un précipité de sulfure de fer, noir, insoluble qui se dépose autour des colonies et permet
ains de caractériser. Le dénombrement des clostridiums sulfito-réducteurs a lieu en
milieu gélose Viande-Foie « VF », additionné d"alun de fer et sulfite de sodium ensemence

avec des dilutions différentes (Piard et Desmazeaud, 1991).
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Mode opératoire:
* Préparation du milieu :
Au moment de | 'emploi, faire fondre un flacon de gélose Viande « VF », le refroidir
dans un bain d'eau a45°C, puis gouter 0.5 ml d'alun defer et 1 ml sulfite de sodium.
On méange soigneusement et aseptiquement ; le milieu est ainsi prét al emploi, maisil
faut le maintenir dans une étuve a 45°C jusqu au moment de | "utilisatian.
= Ensemencement :

Les tubes contenant les dilutions 10 a 10™* seront soumi® d"apgr chauffage a

i R}g obinet, dans
entlesfo sporulées.

| de’chaque dilution dans

7z

80°C pendant 10 minutes. Puis a un refroidissement im
le but d"éiminer les formes végétatives et de garder upi
A partir de ces dilutions 10° a 10, porter aseptiquemen

de tubes stériles, puis gouter environ 15 ml de «VF » €n surfusion dans chaque

tube.
Apres solidification du milieu & températtive ambiante, | ht incubés a 37°C
pendant 16 a 24 h ou au plustard

Lecture: % 7 @

@ <
Aprés incubation, on compte Noi rridi ums sulfito-réducteurs. Les

résultats sont exprimeés e ores ?ﬁ@%
V.7. Recherch @l\b mt&ocoqu& fécaux

<
e des & es fécaux se fait en milieu liquide par la technique du
eplus pro PP ».Cette technique fait appel a deux consécutifs:

st de présomption :
Qui se fait sur milieu de « Rothe S/IC», contenant |'azide de sodium comme agent
sl ectif.
= test de confirmation :
Qui sefait sur milieu « Litsky », qui contient | azide de sodium et |"éthyle violet ; ce qui
rend le milieu nettement plus inhibiteur et ne laisse se développer gque les streptocoques
fécaux (Marchal et al., 1987).
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Mode opératoire:
» Test deprésomption :

Une série de tubes contenant le milieu de Rothe S/C araison de trois tubes par dilution.
-A partir des dilutions 10> & 10, on fait ensemencer 1 ml dans chaque des 3 tubes
correspondant a une dilution.

-Bien mélanger | 'inoculum dans le milieu.
-L" incubation se fait a 37°C pendant 24 a48 h.

Lecture:

Les tubes présentant un trouble microbien seront considéré

» test deconfirmation :
-Chague tube de Rothe positif, serarepiqué sur &
-Bien méanger I'inoculum dans le mili
-Incuber & 37°C pendant 24h.
Lecture:
La présence des streptocoques fé e microbien et une pastille

violette au fond du tube.

Mode opératoire:

La recherche de salmonelle nécessite une prise d'essai particuliere dans le but

d augmenter la chance de trouver un pathogene.

-1% étape: pré-enrichissement : Destiné a détoxifier les cellules microbiennes. Cette
étape consiste a préparer la suspension méere: 25ml jus de datte et 225ml le diluant TSE
(tryptone-sel-eau).On mélange bien le flacon et on I'incube a 37°C pendant 18 a24 h.
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-2°" étape: Enrichissement primaire: Consiste a porter 10ml de milieu de pré
enrichissement dans un bouillon SFB (Bouillon au Sé énite de Sodium), réparti a raison de
100ml par flacon qui seraincube a 37°C pendant 24 h. Le résultat positif, se traduit par un
virage de la couleur du milieu du jaune au rouge.

-3°" étape : Enrichissement secondaire et isolement :

Le flacon SFB ensemencé et incubé laveille feral objet :

-d'un second enrichissement qui consiste a ensemencer 0.1ml dans™\@ml du bouillon
« SFB ».

-d’un isolement sur « gél ose Hektoen»
-Incubation est réalisée a 37°C pendant 24 h.

-4°" éape: Isolement a partir du milieu

isolement est réalise sur « Hektoen» et une lect

Les boittes sont incubées a 37°C pendanwxh.

Lecture: Q S ggg
Les colonies de sailmonella se au_‘e’ g@g en, sous forme de colonie

Lafigure 13, montre I’isolement et purification de Bifidobacterium Longum.
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lgde
Bifidobacterium Longum ——
Iml Iml Im 1ml

| L
A
9ml de v

Bouillon nutritivN N %\ N
Puis i ab\
Etuvé pendant 18h &
\_/ @ 9

10? 10°™M0° 107

@@

N
@%@ @@@

<

% Ensemencement
Dansle milieu MRS et
Incubation a 37°C /24h.

-Test de Pureté (Coloration de
Gram, Test de catalase)

- Conservation a4°C

Figure 13 : Isolement et purification de Bifidobacterium Longum.
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I1V. Ledénombrement des bactérieslactiques Bifidobacterium Longum

-Introduire aseptiqguement a I’ aide d une pipette en verre graduée et stérile 9 ml de jus de
datte dans des tubes stériles.

-puis ensemencé a | aide de deux colonies (grandes et bien distincts) de la souche
Bifidobacterium Longum, les tubes ensemencés sont incubés a 37°C pendant 18 c'est la
preculture (milieu 1).

-Puis on préparé la dilution mere et dilution décimales.

NG
Milieu deculture: &\

Gélose MRS (Gélose de Man, Rogosa, Sharpe)

Mode opératoire:

v Prendre sept boites de pétries sté et po | de MRS dans chague
boites (Voir lacomposition de MR I"annexe | I)@

v Laisser refroidir, jusgu’ al
v' A partir des sept dilutions . : er aseptiquement 4 godtes
i érotée.

v" Puis gjouter une petite guantit fine pour chaque boite.

I ncubation :

Les boites sero

La figure suivante montre le dénombrement des bactéries lactiques Bifidobacterium

Longum.
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Jus de datte 9ml Iml 1ml Iml 1ml
/v
Ensemence \__
.. ] Nt A N
al aide de \
2 colonies *
NONS
puis éuvé L b
18h 10" 10° 10° 107

AN

)t
Q@%

- e

L’ huile de paraffine

L e dénombrement

Figure 14: le dénombrement des bactéries lactiques Bifidobacterium Longum
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I11V. Suivi du pouvoir acidifiant des bactéries lactique et la cinéique de croissance

bactérienne

On préleve 1ml de la preculture (milieu 1) est on le repique dans les tubes stérile
contenant le jus de datte en raison de 9 ml préalablement préparer, puis les incube ces
tubesa 37°C.

Chague 2 h on préléve un tube, servir a suivre | acidificatio>du D mesure de
I"acidité titrable et les variations du pH. @'

\

la Densité optique DO a

|"aide d"une spectrophotométrie UV de type JEN&%&% longueur d”onde 570 nm.

La mesure de la croissance bactérienne par l.estimation
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CHAPITRE Il : RESULTATSET DISCUSSION

|. Caractéristiques mor phologiques de datte entiere M ech-Degla

Les caractéristiques morphologiques sont réalisées sur 10 fruits de la datte étudiée sont
représentées dans le tableau V1.

Forme de fruit Ove@e
Couleur de la pul pe épicarpe maﬁf\\\ix\eu prononcé

Couleur du mésocarpe b ancM o((l\x
) e

La consistance

Texture E« v %&F?@%fa@%ﬂ
Couleur du noyau @\/} arron(% S
Masse totale dm(ggp 3(5\\%
)
e RN

Loﬁg\\\ (091) \& 7"3-35

/ggeur N 1,5-2

w\/

eau 06 r la forme de Mech-Degla est de forme ovoide, d une couleur

t"d’ une consistance seche. La variété Mech-Degla présente une masse en datte et
pulpe varie entre (5,5 - 6,5 g) et (4 - 59) respectivement. La longueur et la largeur
varient entre 3 - 3,5cm et de 1,5 - 2cm respectivement.

Les résultats obtenus pour tous les parameétres sont en accord avec ceux trouvés par

Messaid (2008), et inférieurs aux résultats trouvés par Djouab (2007).

Selon Acouréne et al (2001), une datte est dite de qualité physique acceptable quand :
- Le poids de |a datte entiére est supérieur ou égal a 6g.
- Le poids de la datte (pulpe) est supérieur ou égal a 5g.
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- Lalongueur est supérieure ou égal a 3,5 cm.
- Le diamétre est supérieur ou égal al1,5 cm.
Selon ces critéres, la datte Mech-Degla présente une qualité physique acceptable.

I1. Compositions biochimiques de la datte variété seche : « M ech-Degla»

Tous les résultats sont la moyenne de 3 répétitions.

Les résultats relatifs a I’ analyse biochimique de la pul Aséche utilisée,

«Mech-Degla » dans notre éude sont présentés dans |

Tableau VII : Composition biochimique delad iété seche’(Mech-Degla).
IEAN
L es composants ) Laten%Eu\\NRyEf sfrais
Teneur en eau (% 1315
o) VA

P (f\\\/\ @ sjj 48
L mdnentrableto;ale(d/mkﬁ i K\S\kjj 2,5

A

Sucre totaux (2/@ V AN 61,92
Sucre rﬁfréurs\fi@\/ &/D 20,59

Sacchar §e\%) j\ {x\f 37,19

{*otéine Y—" N 15

eM e (%) w\> 1,6

Bkwa N

"humidité nous permet de déterminer la teneur en matiére seche par rapport au poids

totale, et d'exprimer les constituants biochimiques en % de la matiére seche. La teneur en
eau de la datte utilisée dans notre expérience est de 13,5 cette valeur est comparable a celle
donnée par Boukhair (2009) ; Benflis (2006); Noui (2007) ; Benamara et al. (2007), avec
des teneurs del2.5, 13.1, de 14.15% et de 14,71% respectivement. Cette faible teneur en

eau permet une bonne conservation du produit pendant une longue durée.
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[1.2. LepH

Le pH est un parametre déterminant I'aptitude a la conservation des aliments. |l
constitue I’ un des principaux obstacles que la flore microbienne doit franchir pour assurer
sa prolifération (Giddey, 1982 ; Gatel, 1982 ; Brissonet et al, 1994). Ainsi, un pH de
I’ordre de 3 a 6 est trés favorable au développement des levures et mojsissures.

Le pH de |’ extrait de datte est acide, il est de 4,8 ce qui confirme (€ gout acidul é de cette
datte. Cette valeur est |égérement inférieure a celle don Xg@ et al (2010)
Boukhair (2009) et Soltani (2007) et Noui (2007), S ,12 et 5,56 et de

parallélement freine le développement des bactér ioh des acidophiles. Le pH

varie selon |’ état physiologique du fruit, %n
I1.3.Teneur en sucres %

Les sucres sont les congtituant imp¢ ans |a datte. |ls sont également

responsables de la do
\ <

.3.1. Teneur en sucres totaux

L'extrait de datte utilisé dans notre expérience possede une teneur de 61,92 % du poids

frais, cette valeur est obtenue par |a méthode Dubois.
Cette teneur est conforme aux résultats donnés par: Soltani (2006) et Noui (2007), avec

des valeurs de I’ ordre de 70,66 %, et sont supérieures a celles données par Benflis (2006),

avec une teneur de 52,79 % du poidsfrais.
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Généralement, la valeur trouvée montre la richesse de la datte en sucres totaux, ce qui
congtitue un substrat favorable ala multiplication des levures.

I1.3.2.Teneur en sucresréducteurs

D’ apres le Tableau 07, la teneur de la datte seche : «Mech-Degla ».en sucres réducteurs
(glucose €t fructose), déterminés par la méthode de Fehling, est de 20, 0 du poids frais.

Cette teneur est conforme aux résultats donnés par plusieurs trayaux(:

Belguedj (2002), Benflis (2006) et Soltani (2007), avec d V ,

I1.3.3 Teneur en Sacchar ose

6 a20,92%.

Les résultats que nous avons obtenus miantrent atte se « Mech-Degla », est
riche en saccharose. En effet, la résult % par la for 37,19 % du poids
frais. Ce taux, est conforme aux ré plusi @W;}@w donnés par Belgued;
(2002), Ersin et al (2004) et ' de 42 % a 54,74 %. Selon

Dowson et al (1963), les

ariant de 0,52 a 1,41 g/100 g du poids sec dans des variétés seches, alors que Boudraa
(2004), donne une vaeur de 1,09 g/100g du poids frais.

I1.5. Teneur en cendres

Le taux des cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans
I” échantillon. La teneur moyenne trouvée dans notre échantillon est de 1,6% du poids frais,
nous pouvons dire que cette derniere est conforme a celle donnée par : Youssif et al.,
(1982), Belguedj (1996) et Noui (2007), avec des teneurs respectives de 1,92 %, 1,9 % et 2
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%. Cette vaeur élevée explique la richesse de la variété Mech-Degla en éléments

minéraux.

I1.6. Teneur en aciditétitrable

Une forte acidité est souvent associée a une mauvaise qualité. Comme il a été par Booij
et al (1992), le taux de |I"acidité de la datte est proportionnel a la tene(ix_en eau et donc

inversement proportionnel au degré de maturité. L acidité titrable deda eglaest de

I"ordre de 2.5g/kg en MF. Cette valeur est comparable a eell s bane (2007)
[ i Amhat, I"acidité

donne une valeur de 2,93g/kg. Dans les deux variét
titrable est respectivement de 1,8 et 2,2 g/lkg (Khalil et al., 2

L11. L es analyses microbiologiques X @
L e tableau 08 présente les résultat aﬁﬂy%@ogique&

Tableau 08 : Résultats des % ologl@

//L\éb@és\/ &3 Itats Nor mes

Germes aékobies mésophil 31.10l <500 000germes/100 ml

(GAMT) AN § :

J_‘\ totaux N\B 0 <10germes/100m

c&rt{»@@ fecaui\\ww 0 <10germes/100m
Q W}set mo@%%& 0 <100germes/g

Staphylococcus aureus 0 <100germes/g

Clostridiums Sulfito-réducteur s 0 <100germes/g

Streptocoques fécaux 0 0/100ml

Salmonelles 0 0/25¢g

Les résultats représentent le nombre de colonies présentes dans un millilitre de

jus de dattes. Ils sont exprimés en moyenne de trois dilutions.
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Les résultats des analyses microbiologiques obtenus, certifient que le jus de datte
ains utilisée est de trés bonne qualité microbiologique, cela serait di aux bonnes
conditions de conservations et ne semblent pas nécessiter un traitement de stockage ou de
conditionnement spécifique, en effet ; nous N’ avant pas observe la présence d' aucun germe
pathogéne recherché ,Ainsi que les indices de contamination fécale .Toutefois, la présence

de germes totaux a été enregistrée mais en trés petits nombres ne dép t pas les normes.

L es résultats des anal yses microbiol ogiques sont conformes aux normes

<
|V. Isolement et purification dela souche Bifidobac% I&X

Les observations sur milieu MRS de la souch lées du f
qu'il y’aeu croissance .les colonies iwléﬁﬁ iumL

ent lyophilisé montrent

sont de forme plus
alongées parfois rondes de couleur blanch et crémeu ceures observées sous
filaments assez longs

toutes les observations

B@ﬁ ium Longum.

Y

Tableau IX: r @ 3 ob I acroscopiques et microscopiques de la
souche Bifidob@ . Q
N
So Milieu Aspect de | Modede | Colorati Test
de %x cellule regroupem on Dela
cu $co|onie£ ents deGram | catalase
Bifidobact- MRS Plus Batonnet En chaine + -
erium alongées | bienlong
Longum parfois et large
rondes

La figure suivante montre les observations macroscopiques
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Figure 15: Bifidobacterium Lmu@
V. Dénombrement dela bactérielactique Bifimbamnqu
Le tableau X, présente les résultats déno t d éries lactiques. Les
B \est de I’ ordre UFC. Ce taux est
-

recommandé pour la prise d’ un cofplénient aimedtaire. @
&<\\~0 <;igg
Tableau X: Dénombrem eYaciérielas queﬁ8

e Y 0 ﬁ§§§§%

Germes reck(n?kché T_\Edﬂ/ution\@ Nombr e de colonies

N0 {Q\\\\)y Indénombrable

Bifidobacteriu 1Q§\\ Indénombrable

§W Indénombrable
@fi 8,4 UFC

inocula standards de la souche lactique

9

normes. La culture de cette flore est trés satisfaisante dans le jus de datte Mech-Degla

Les résultats concernant |a flore lactique (Bifidobacterium Longum) sont conformes aux
Ceci peut s expliquer par la composition du milieu (jus de datte Mech-Degla) sa richesse

en sucres (source de carbone), cette bactérie utilise le glucose pour produire lactate et
acétate.
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VI. Réaultats de I'acidifiant et la cinétique de croissance de la Bifidobacterium
Longum

Les cinétiques de croissances, |'évolution du pH et |'acidité titrable ains que la

production d acide lactique durant la fermentation sur le jus de datte contenant du sucres
(glucose, fructose) tant que sources de carbone.

-Lavariation du pH au cours de lafermentation est illustrée pafia c% igure 16:

5
4,8 +——= N
4,4 -
] AN
ad @
TO [2 T4 [6 @
(h@s

ermentation par Bifidobacterium

a%g
%s inferieur au pH optimum de la croissance de

n (Yann ,2003).

ci-dessus le pH du jus diminue au cours de la fermentation

d’incubation. Cette diminution est due a la production d acide lactique par la

7
a

deg radation des glucides du jus de datte.

-Lavariation de | acidite titrable au cours de la fermentation est donnée danslafigure 17 :

49



CHAPITRE IlI RESULTATS ET DISCUSSION

3,7
3,5

Acidite 3.3 -
titrable 3.1 -
g/100ml 2,9 -
2,7

2,5

TO T2 T4 T6 T8 T24

Temps (heurs) <&

(
Figure 17 : Evolution de | acidite titrable du mili o%mentaﬂ on par

Bifidobacteriumtongum.

On remarque une nette concordance entreN>evol uti idit eetcelledepH. La
comparaison entre les résultats du pH e |’acidité n@ le taux dacidité

augmente avec la diminution du Pk < @

Q

Je D rich =) cides constitue un milieu trés
ifi m Longum. Cette derniére par forte
e de forme L. La production d'acide

ification du milieu (jus de datte), | acidite

Croissance bact est estimé par la mesure de la densité optique (DO) a une
ongueur d onde de 570 nm, qui permettre d obtenir la courbe de lafigure 18:
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1,8

1,6
1,4 /

DO 0.8 /
0,6 //
0,4 E—
0,2
0 T T T T T 1
TO T2 T4 T6 T8 4

Temps(heurs)

Figure 18: Evauation de la croissance bactérienne p: roph ie aucoursdela

fermentation par Bifidobgtterium Lon

D aprés nos résultats | évolution de la cu
de la bactérie augmente progressivem
la croissance bactérienne est car
durant la fermentation qui de 0 -\

a ce moment la on remar

e (u
consommation des su en
I"acide lactiqu pr&ez
gue la bactérie

atte avant fer mentation

v

Avant lafermentation Aprés lafermentation
Figure 19 : Jus de datte avant et apres |afermentation
On remarque un virage de couleur jaune au jaune foncé apres la fermentation.
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CONCLUSION

CONCLUSION

Aujourd’ hui une multitude de variétés dattes communes sont utilisés comme aliment de
bétail.

matériel végétal de la présente éude.

L’exploitation des systemes micro-organi substrats \gtéresse actuellement la

recherche, en vue d obtention d' un produit faci

raison, nous avons essayé de valoriser lesebuts
particulier (matériel végétal de cette &

pour cette raison on aélaboréun |

Les résultats des propri

sont intéressants

L es bactéries lactiques présentent une bonne croissance dans e jus de datte araison de

7,3 x10% UFC (Unité Formant Colonie) pour Bifidobactérium longum

Selon les résultats le jus élaboré a partir de rebuts de dattes Mech-Degla constitue un
milieu tres favorable au dével oppement de Bifidobacterium Longum gréce a sa richesse
aux sucres, il est toujours recherché un temps record de production avec un prix de revient
bas. Au vu des rendements encourageants obtenus, les rebuts de dattes peuvent étre
valorisés par des procédés biotechnologiques au lieu de leur utilisation dans |’ alimentation
de bétail.

52



CONCLUSION

En perspectivesil serait intéressant d’ éudier les points suivants:

» Vadorisation d'autres variétés de dattes séches locales pour une application
technol ogiques.

» Possibilité de combinaison des différentes souches des bactéries lactiques.

Y

Proposition d’ enrichissement de jus de dattes.
» Rédlisation d une étude économique.
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ANNEXE I

A partir des dilutions décimales

> 3
lo

Iml

@ @f\x@

€éalablement

% S circulaires en formes
i lum de se mélanger a la

Iml

Figure 2 : Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux
(GAMT) a 30°C



ANNEXE I

A partir des dilutions décimales

==

- : °

Iml 1ml Iml

<~
% <2
-Ajouter gn r& gélo @BL Laisser solidifier sur paillasse.
-Ipcuberselon acc¢ord a 3 37°C pendant 24h +2h.
énembrer les co udrescentes ayant poussé en masse.

Figure 3 : Recherche des coliformes par comptage des colonies



ANNEXE I

A partir des dilutions décimales

10?

Iml

@A B

N

—
@ er les boiteSg pendant 5 jours (avec lecture tous les jours).

Figure 4 : Recherche et dénombrement des levures et moisissures



ANNEXE I

A partir des dilutions décimales

()
— —

Iml Iml
<
15ml GC 15ml GC
0> 0>

(D
i

«—

Réaction —

Isolement sur Chapman

=

37°C, 24 a 48 h Catalase, coagulase ...

Figure 5 : Recherche des Staphylococcus aureus






ANNEXE I

A partir des dilutions décimales :

i die

N
Test de présompti , @ﬁ? 24h a 48h.
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Test de tion (sur milieu «Eva-Litsky», 37°C pendant 24h.
1

1 0
Figure 7 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux
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ANNEXE I

A partir des dilutions décimales :

\___ 10" 10

10°
\ N ~
Chauffage a 80°C pendant 10min, puis refroidissement soug. |’ et.
2 X 1ml 2 X 1ml &X ml

/N /N 3

0

C _
)
r%illasse, puis incuber a 37°C,

Ajouter 15 ml de gélose V F pat tube r soligifisrgu

48h. %

—

Dénombrer les colonies noires ayant poussé en profondeur.

Figure 6 : Recherche des spores de Clostridiums Sulfito-réducteurs.



ANNEXE I

25ml de produit a analyser 9

N i
225ml de diluant (TSE) -

«..On mélange bien le flacon et on I'incube a 37°C pendant 18 a24 h.
—

1% étape : pré-enrichissement

10ml de milieu de <© %
Pré-enrichis en X

100ml de

bouillon SFB

— (=
Incubg dant 24 h\ﬁ
~Enric <Pprimaire
% @nl dans un 10ml
Du bouillon SFB

<

ement sur gélo toen
§§§b\ —

3éme

étape : Enrichissement secondaire et isolement

Second isolement sur

Gélose Hektoen

~— —
—_——

Incubés a 37°C pendant 24 h.

4eme

étape : Isolement

Figure 8 : Recherche des salmonelles.



ANNEXE II

Composition des milieux de culture

s Milieu PCA ¢/l

Tryptone
Extrait de levure
Glucose

Agar &

PH=7 X
% Milieu OGA &
Peptone de caséine 17,09/l
Peptone de farine de soja g/l
Glucose @ S g
Chlorure de sodium % S <§ ) 509/l
Phosphate dipotassique 2549l
Eau

PH:73+£0,2 %

X

209
6,09
Milieu MRS
Peptone 10,09
Extrait de viande 80¢g
Extrait de levure 409
Glucose 20,09
Acétate de sodium trihydraté 509

Citrate d'ammonium 209



ANNEXE II

Tween 80 1,0 ml
Hydrogénophosphate de potassium 209
Sulfate de magnésium heptahydraté 0,29
Sulfate de manganese tétrahydraté 0,05¢g
Agar 10,09
PH=6,2

% Milieu VRBL

Peptone x
Extrait de levure
109

Lactose

Chlorure de sodium

Mélange sel biliaire @}
Cristal violet @ 002 g
Rouge neutre % % 0,03¢g

Agar-agar 159
Eau distillé @ 1 000 mi
PH 7,4 X @Q

% Mili

< 10g
59
59
59
20g
borure de sodium 59
Glycine 1,29
Pyruvate de sodium 39
s Milieu Chapman
Peptone 10g
Extrait de viande 19

Chlorure de sodium 59
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Mannitol 10g
Rouge de phénol 259
Agar-agar 159

% Milieu SFB
Peptone 59
Lactose 49
Phosphate disodique <o
Sélénite acide de sodium Q;X
Cystéine 100l

PH=7,0.

% Milieu Hektoen &

Protéose-peptone X @

Extrait de levure % < @

Chlorure de sodium &

Thiosulfate de sodium %

Selshiliaires %

Citratesdefer 0 ia& % 1,59

Salicine ® 29
129

12g
0,1g
65mg
ar-agal 139
distillée 1000ml
PH=7,4+0,2.
% Milieu de Rothe
Tryptose 20g
Glucose 59
Chlorure de sodium 59

Phosphate monopotassique 2,79
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Azide de sodium 0,29
Eau distillée 1000ml

% Mlieu EVA-Litsky

Tryptose 20g
Glucose 5
Chlorure de sodium 59
Phosphate monopotassique O 246
Phosphate bipotassique %%
Azide de sodium %
Ethyle violet 0,0005g
Eau distillée 1000ml

PH 6,8-7 X @
SRY
Tryptone %/\9 19

Chlorure de sodium %
PH=7,5. %



ANNEXE III

Coloration de Gram

But :
La coloration de Gram permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi
bactérienne par coloration du cytoplasme cellulaire. De ce fait, €lle permet de classer les

Elle permet auss d observer la morphologie des cellt&g

groupement. &\

Principe:

La coloration de Gram s effectue en trois ps. Dans premier temps, les

bactéries sont colorées en violet par un golorant (violet entiane) puis par
une solution de lugol. X

Dans un deuxiéme temps, q es bactéries sont
soumises a I'action de I'alcool.

qui conservent la coloration vi N o bactéries a Gram positif et

aliser les bactéries décolorées, on
téries a Gram positif apparaissent alors

ecolorent en rose.

étalement bactérien séché et fixé alachaleur.
- 7 On recouvre lalame avec le violet de gentiane et on lalaisser agir Imin.
- Onrinceal’ eau.
- Onrecouvrelalame par lelugol et on lalaisse agir 1 min.
- Onrinceal’ eau.
- Ondécoloreal’acool puisonrince al’eau.
- Onrecouvre lalame avec de lafuchsine et on laisse agir 1 min, on rince al’ eau puis

on seche.



ANNEXE III

L ecture:

On observe lalame au microscope optigque au grossissement x100 a1’ huile d’ émersion
Coloration

Couleur rose : bactérie Gram négatif.
Couleur violette : bactérie Gram positif.

Test delacatalase © @
On préléve quelques colonies isolées qu'on disperse”a &e pipette Pasteur

stérile dans une goutte d’ eau oxygénée (H.0,) precédemment\gdeposée au centre d’ une

lame. L’ observation d’ une effervescence est consi mme un test positif.

\ A\




