Your complimentary

— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to

RIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

Unlimited Pages

NEMENT SUPERIERE ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE SAAD DAHLAB - BLIDA
FACULTE DES SCIENCES AGRO-VETERINAIRE
DEPARTEMENT DES SCIENCES AGRONOMIQUE

MEMOIRE DE FIN D'ETUDE EN VUE DE L"OBTENTION DU DIPLOME DE
MASTER ACADEMIQUE EN SCIENCE DE LA NATURE ET DE LA VIE

Filiére : Sciences Alimentaire

Spécialité : Nutrition et Contréle des Aliments
Théme :

Production d'acide lactique a partir du jus de datte par Lactobacillus

acidophilus

Présenté par :

BENKOIA Fouzia
Devant le jury compose de :
MM™BOUTEKRABT L. MCA USDB Présidente
M™DOUMANDJI A. MCA USDB Promotrice
Mr KADRI I. MCB uSDB Examinateur
M™ ABDELLAOUI Z. MAB USDB Examinatrice

ANNEE UNIVERSITAIRE : 2011-2012


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
- use period has ended.
- CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.
Click Here to upgrac 2 ’ .
Unlimited Pages an W

Je dédie ce travad a:
THa mene et mon pene poar lean doutien,
Lean aide, lean patience et lear amoun.
Yes frines


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

Click Here to upg Zemenciements

Unlimited Pages ¢

Je nemencie le bow DIEU tout puissant de wous avocrn accordé volonté et paticnce
dans ( accomplivsement de s¢ travadl,

Mes nemenciements vont 4 toutes les personnes ayant apponte lean contribution, de
160 o de loin & ce thavall de nechenche.

1 'adresce mes ' et mes plas dincenes nemencioments 4 ma  fromotuice,

M ™ DOUMANDY) 4., maitee de conférence & € université Saad Dakdab de Blida,
fourn avetn acceptée de m encadner et de me dinigen, Za’elle trouve cec (expression de ma
frofoude gratitude.

Je nemencie également M " BOUTERRAET L., maite de conférence i
Cunivensité Saad Datlal de Blida. poar nous avetr fact ( lisunear de présiden notre jary
et poan avoin bien voulu line ce mémocne et facre part de ced nemangues.

Wes plus sincénes nemencioments vout également 4 M RADR] 9., maitre de
conférence & € aniversité Saad Daklal de Blida poun (lomenn gu'd ma & fact en
acceplant d examiner ce travadl.

Wee plus sincines nemencioments aussi vout également a M ™ ABDELLAOUT
2. . maitne assistante 6 C aniversité Saad Daklal de Blida, pown € houncan gu'd ma &
fact en acceptern d examiner ce travadl.

Je remencie tous les nesponcablles de ( “Tnotitut Tational spécialisc de forumation
professionnelle en industrce agno - alimentacne « AHoubakern ben baid » de Blida.

Mles nemenciements chaleaneus d tous mes frofesseans gui ont contribuent G ma formation.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

» use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Sommaire

Unlimited Pages and

RESUME
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES FIGURES
LISTE DES ABRIVIATION
INrOAUCHION. ... .ot 1
Etude bibliographique
Chapitre I : les palmiers dattiers et les dattes

[.1 Généralités sur palmier dattiers............oooviiiiiiiiiii e, 3
L.2. Généralités sur les dattes..........oouiiuiiiiitii e 4

Chapitre I1 : Technologie de la datte

I1.1. Conditionnement de 1a datte ..........ouueereee e e 15
I1.2. Transformation de 1a datte .......oooiiiiiiiiiii e e 15
I1.3. Importance économique de la transformation des dattes................c.oevviininnens 18

Chapitre I1I : les bactéries lactiques

I 1.Les bactéries laCtiqUes. ... .ooueeneiet ettt ettt et 20

I1.2. Le genre Lactobacillus. ...............coouiuuiiiii i 29

Chapitre IV : L’acide lactique

IV.1Généralités sur I’acide lactique...........oouiiiiiiiii e, 32
IV.2. Propriétés physicochimique de I’acide lactique..............cccooiiiiiiiiiiiiiiini... 32
IV.3.Production de ’acide 1actique. ..........oeiiiiiiiiii e, 33
IV.4. Utilisation et intérét d’acide lactique............oooeiiiiiiiiiii e, 36

Partie expérimentale


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
B 3 CO m p I ete Thank you for using
PDF Complete.

Click Here to upgraa Chapitre V : Matériel et méthodes
Unlimited Pages anc

I e B TR AER P T Ere PR TUTUIETU T IUT OO P ORI ROTITOO 37

V.2, Matériel Biologique. ... ..o 38
V.3, Extraction du jus de datte..........c.oiuiiniiiii i 38
V.4.Méthodes d’analySes. .......o.ueuiiiiitiii e 38
V.4.1. Analyses morphologique de la datte entiére et de ses deux tissus....................... 38
V.4.2. Analyses physicOChIMiquUe. ...........ooiiiiiiiii e, 39
V.4.3. Analyses microbiologIqQUES. ... ...o.uiniiii i, 46
V.4.4. Isolement de Lactobacillus acidophilus...................ccccviiiiiiiiiiiiiiininnn.n. 55
V.4.5.Suivi de la fermentation. ... .......oouiiiiit i 55

Chapitre VI : Résultat et discussion

VI.1. Analyses morphologique de ladatte..............cooeiiiiiiiiiiii e 58
VI.2.Caractéristique physicochimiques et biochimiques de jus de datte (Degla-Beida).......60
VIL.3. les analyses MiCrobiologIQUES ........o.uiniiitiiii e 63

VI1.4. Isolement et purification de la souche Lactobacillus acidophilus........................63

VL.5. Résultats de ’acidification et la cinétique de la croissance de la souche...................64
L @01 1 4 LT 1) N 68
Références bibliographiques

Annexes


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

- use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrac Résumé

Unlimited Pages an

Les dattes des variétés séches, improprement appelées «dattes communes» sont des
dattes de texture farineuse qui durcissent sur ’arbre. C’est le cas de variété Degla-Beida,
matériel végétal de la présente étude. Les dattes, de part leur grande richesse en hydrates
de carbone et leur conservation relativement longue, offrent de nombreuses possibilités
technologiques suivant les traitements auxquels elles sont soumises. En effet, elles peuvent
servir en tant que maticres premicres dans la fermentation pour la production de divers
métabolites. L’analyse de jus de datte produit a partir de Degla-Beida montre que ce
dernier est riche en sucres ; L’objectif de ce travail s’inscrit dans ce contexte puisque nous
souhaitons utiliser les sucres de jus de datte en tant que source de carbone pour la
production d’acide lactique par Lactobacillus acidophilus. Les résultats obtenues a partir
des essais de fermentation montre que Lactobacillus acidophilus peut produire jusqu’a
0,310g/100ml, sur milieu a base de jus de datte contenant 26,71% de sucre totaux apres

24heures.

Mots clés: Les dattes, Acide lactique, Lactobacillus acidophilus, Jus de dattes,

Fermentation.
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The dates of the dry varieties, improperly called “common dates” are dates of
farinaceous texture which harden on the tree. It is the case of variety Degla-Beida, material
vegetable of this study. The dates, of share their great wealth of carbohydrates and their
relatively long conservation, offer many technological possibilities according to the
treatments to which they are subjected. Indeed, they can be useful as raw materials in
fermentation for the production of various metabolites. The date juice analysis produces
starting from Degla-Beida shows that this last is rich in sugars; The objective of this work
falls under this context since we wish to use date juice sugars as a source of carbon for the
production of lactic acid by Lactobacillus acidophilus. The results obtained starting from
the tests of fermentation shows that Lactobacillus acidophilus can produce until
0,310g/100ml, on medium containing date juice containing sugar totals 26,71% after

24heures.

Key words: Dates, Lactic acid, Lactobacillus acidophilus, date Juice, Fermentation.
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La datte a toujours été depuis longtemps un élément important de 1’alimentation
tant pour les humains que pour les animaux, sa production mondiale s’¢leve a plus de 58
millions de tonnes plagant ainsi I’Algérie au 6°™ rang des pays producteurs de dattes avec
470 000 t/an, dont 30% sont des dattes communes a faibles valeurs marchandes pour la

plus part destinées a I’alimentation du bétail (FAO, 2007).

Le palmier dattier constitue a la fois le symbole et la charpente de 1’écosystéme
oasien. Il crée un microclimat favorisent le développent des cultures sous-jacents

(Haddouch, 1996).

Le palmier dattier est pour les populations de Sahara ce que ’olivier est pour les
méditerranées : une source d’un fruit providentiel. La palmeraie algérienne héberge un
matériel génétique tres riche et diversifié avec plus de 13millions de palmiers et 950

cultivars recensés (Hannachi et al., 1998).

Les dattes font I’objet d’une activité commerciale importante, en particulier la
célebre variété Deglet-Nour. Celle-ci détient le monopole dans les marchés nationaux et
internationaux. Elle bénéfice méme d’un certain marketing (présentation,
emballage...etc.). Par contre, les autres variétés dites communes sont peu appréciées et
représentent environ 30% de la production nationale ne retiennent aucune attention
particulier. (Noui, 2007 ; Djouab, 2007). Cela a fait que la phoéniciculture est pass¢ d’un
systéme de culture traditionnelle riche et diversifiées a un systéme industriel axé sur une
oligoculture voire monovariété d’ou le risque de fragilisation de systéme phoénicicole.

(Acouréne et Tama, 1997 ;Kaidi et a/.,2001 ;Zehdi et al., 2006).

Pour parer a cette menace, il serait intéressant que les recherches se focalisent sur
des utilisations autres que la consommation traditionnelle des dattes. Dans cette optique la
mise en ceuvre d’une industrie de transformation de dattes de qualit¢é commerciale
médiocre et de déchets de dattes par procédés biotechnologiques assez simples aidera le
phoeniciculteur a trouver des sérieux débouchés pour sa récolte et répondrait parfaitement

aux besoins socio-économiques de pays. (Kaidi et al., 2001).
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possibilités technologiques suivant le traitement auquel

elles sont soumises. En effet, elles peuvent servir en tant que matiére premiére en
fermentation pour la production de divers métabolites tels que I’acide citrique,
I’oxytétracycline, 1’alcool, la vitamine B12, les ferments lactiques ainsi que la levure de
boulangerie.

L’acide lactique est un acide organique naturel intéressant, trouvent diverses
applications courantes dans les industries pharmaceutiques, chimiques, alimentaires , voire
méme de nouveaux débouchés, notamment dans la production de polymeres hautement
biodégradables. (Nancib, 2001).

La production d’acide lactique par des micro-organismes s’est bien développée ces
derniéres années. Cependant, elle utilise souvent des procédés de fermentation faisant
intervenir des substrats relativement onéreux, tels que I’extrait de levure, le glucose ou le
lactose. Par ailleurs, un grand nombre de milieux de culture a base de substrats autres que
les dattes ont été mis au point et étudiés pour la production de I’acide lactique.(Djidel,
2007).

Le présent travail entre dans le cadre de la valorisation des dattes séche en générale
et de Degla-Beida en particulier. L objectif sera consacrée a I'utilisation de jus de datte
variété séche de faible valeur marchandes (Degla-Beida) en tant que substrat de
fermentation pour la production d'acide lactique par Lactobacillus acidophilus. Ceci dans

le but d’améliorer la production d acide lactique.
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es palmiers dattiers et les dattes

I.1. Généralités sur palmier dattiers

Le palmier dattier pheenix Dactylifera L., est constitué¢ de deux mots, un mot latin
« pheenix » qui signifie dattier chez les phéniciens, et «Dactylifera » dérive du terme grec
« dactulos » signifiant doigt, allusion fait & la forme du fruit (Djerbri, 1994 ; Amellal
2007).

Le dattier cultive est connue depuis la plus haute antiquité. Son origine serait située
dans I’ouest de 1'inde ou dans la région du golfe persique. Il est répondu dans toutes les
zones chaudes d’Afrique du nord, le Sahara, de puis I’atlantique jusqu’a la mére rouge,

ainsi qu'au Moyen-Orient et vers I’est jusqu’a I’indus (Gilles, 2000 ; Mazoyer, 2002).

I.1.1. Description botanique

Le nom scientifique du palmier dattier est Phenix Dactylifera. C’est une espéce
Dioique, monocotylédone, appartenant a la famille des Palmaceae, et a la sous famille des
Coryphineae, la famille des Palmaceae compte environ 235 genres et 4000 empéses
(Munier, 1973).La datte est une baie, la fleur a trois carpelles dont un seul se développe au
moment de la pollinisation. Le fruit est généralement de forme plus ou moins ellipsoidale.
La graine, appelée aussi noyau, est ligneuse et sa couleur va du gris au brun et elle porte un
petit embryon .le palmier dattier est I'arbre des zones arides et semi aride, il est originaire

des pays chaudes et humides, mais il a de large possibilités d adaptation.
I.1.2. Répartition géographique
1.1.2.1. Dans le monde

Le palmier dattier fait 1'objet d'une plantation intensive en Afrique méditerranéenne. En
Europe ['unique pays producteur de dattes c’est I'Espagne principalement dans la célebre
palmeraie d'Elche (Toutain, 1977).A I'Etats-Unis d"Amérique, le palmier dattiers fut
introduit au XVIII™™ siécle. Sa culture n'a débutée réellement que les années 1900 avec
I'importation des variétés irakiennes (Metallah, 2004). Le premier dattier est ¢galement

cultivé a plus faible échele au risque, en argentine et Australie (Metallah, 2004).
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¢ palmier dattiers est cultive au niveau de 17 willayas seulement, pour une superficie

de 120 830 hectares .Biskra 23%, el oud 22%, Adrar 21%.
1.2. Généralités sur les dattes
I.2.1. Description des dattes

Ce sont des baies a une seule graine « noyau » avec un mésocarpe « la pulpe » épais et
charnu recouvert d'un péricarpe tres fin. Le noyau est dur avec un endocarpe réduit a une
mince membrane. La maturation est longue, elle débute vers le mois de mars —avril, tandis
que le récolte commence en Octobre, dans le nord du Sahara. Dans les oasis du Sahara
centrale, on cueille les premiers dattes, une friandise, dés le mois d'aout, et méme en
juillet. Dans le sud, le régime des pluies différe, on doit alors cueillir les dattes a la fin de la
saison seche, début juillet, avant les pluies d'été (Munier, 1973 ; Benchelah et Maka,

2006).

La figure I-1 : montre une coupe de la datte et du noyau.

Noyau de profil et de dos

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau
Micropyle

Périanthe

=

Rainure
""" ventrale
Mésacarpe ., - == = Togument
|
(i |
Endocarpe  =w ~ Al . o=~ Albumen
"5 Micropyle

Epicarpe

- ——

Figure I-1 : Datte et noyau du palmier dattier (Belguedj, 2001).

Les dimensions de la datte sont trés variable, de 2 a 8 cm de longueur et d'un poids de 2
a 8 Grammes selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunatre au noir en passant par
les couleurs ambre ,rouge ,brune plus ou moins fonces (Djerbi, 1994).un arbre produit en
moyenne 60 Kg de dattes par an mais , dans certains cas ,il peut donner plus de 100Kg, et
cela pendant cinquante a quatre vingt ans , et jusqu'a cent ans par fois(Benchelah et

Maka,2006).
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D apres la consistance, on a coutume de distinguer a maturité trois catégories de
dattes : les molles, les séches, les demi-molles (la Deglet-Nour est un bon exemple de

demi-molle). (Booij et Ali, 1992).

o Les dattes séches : moins de 20 % d'humidité, riche en saccharose selon
notre investigation Degla-Beida tout particulicrement, Mech-Degla,
Frezza....sont les plus répondus en Algérie.

o Les dattes semi-molles : de 20 a 30 % d humidité, elles occupent une
position intermédiaire a 1'exception de la Deglet —Nour, datte a base de
saccharose par excellence (Cook et Furr, 1952).

o Les dattes molles : taux d humidité supérieur ou égale a 30 %, elles sont a

base de sucres invertis (fructose, glucose).
1.2.3. Formation et maturation

Chaque étape de la maturation de la datte a été identifiée nominalement, ce qui permet
de suivre I'évolution du fruit au cours de son développement. Les expressions utilisées sont

celle de la nomenclature Irakienne adoptées par de nombreux auteurs.

Le tableau I-1 illustre les nomenclatures des différents stades d'évolution adoptées

dans quelque pays producteurs de datte.

Tableau I-1 : stade d"évolution et d appellation de la datte. (Munier, 1973)

pays Stade de développement de la datte
I I 11 v v
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Beser Martouba Tamr
Libye - Gamag Beser Routab Tamr
Mauritanie Zet Tefejena Enguei Blah Tamr

-Stade I(Hababouk) : stade qui suit la pollinisation ;
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¢levé, une accumulation de sucre réducteurs et une trés

forte acidité ;

-Stade III(Khlal) : marque par une augmentation rapide de la teneur en sucre totaux, du

saccharose et de la matiére solide, alors que I"'acidité et le taux d " humidité décroissent.

-Stade IV(Routab) : la datte devient molle et le perd son astringence(les tannins sous la

peau précipitent sous forme insoluble).

-Stade V(Tamr):correspondant a 1'étape finale de la maturation du fruit ; la datte a alors

perdu presque toute son peau (Booij et al.,1992).

La figure I-2 résume les différents changements de la datte au cours de son

développement.
Rutab
Khalal (26-28 semaines) tamr
Hababouk Kimiri Kinin: Kimiri (19-25 semaines) brune (29 semaines)
ababou miri mir .
: : : : jaune-rouge e

(1semaine) (5 semaines) (9 semaines) (.” semaines} i verte

blanche onctueuse verte jaune- rouge

Figure I-2 : Formation et maturation des dattes (Barreveled, 1993).
1.2.4. Variétés des dattes
En Algérie les principales variétés cultivées sont représenter par :

-Deglet-Nour : qui est les variétés de premier choix, elle représente 47% de la production.
C'est une datte excellente au gout exquis, trés appréciée sur le marche national et

international du fait de son aspect de sa saveur de son onctuosité.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

£

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

— 2 - b b r \ 0 r b :r r .
Click Here to upg iction est estimée a 53% représenter par trois vari€tes :

Unlimited Pages &

-les variétés secondaire : elles comptent plus de 150 variétés dont les majorités est tres
peu appréciée. Les plus répondus sont: Hamra, Tinnaceur, Tegaza, Tezerzait et

Takerbouchet (qui présente un intérét par sa résistance au bayoudh). (Boughnou, 1988)
1.2.5. Production des dattes
1.2.5.1. Dans le monde

Avec une production mondiale de 2,5 millions de tonnes par an le palmier vient au
quatrieme rang des productions fruitiéres tropicales et subtropicales, apres les agrumes, les
bananes et 1'ananas. Le nombre de palmiers dans le monde peut étre estime a 100 millions
d'arbre repartis essentiellement au proche Orient et en Afrique du Nord. Le rendement

moyen mondial est seulement de 20 kg par palmier. (Ouinten, 1995)

Les principaux pays producteurs de dattes sont : I'Egypte, I'Iran, 1'arabie-saoudite, le
Pakistan, 1" Algérie et le soudan, les Emirates Arabes Unis...etc. La production mondiale
de dattes réalisée en 2007 est de 5,09 millions de tonnes. L'Irak, quant a lui a atteint une

production de 0,91 millions de tonnes. (FAO, 2007)

Du point de vus quantitatif, la production algérienne représente 10% de la production
mondiale occupent ainsi la quatriéme place, mais du point de vu qualitatif, elle occupe le
premier rang grace a la variété Deglet-Nour, la plus appréciée mondialement. (Ouinten,

1995)
1.2.5.2. En Algérie

L'Algérie occupe le cinquieme rang mondial avec une production annuelle entre
400 000 et 430 000 tonnes dont plus de 48% est représentée par la variété Deglet-Nour soit
une moyenne de 190 000 a 210 000 tonnes par an qui est souvent exportée. La production
réalisée dans la compagne agricole (2000/2001) est de 4,18 millions de quintaux. (FAO,
2007)

1.2.6. Composition biochimique de la datte

La datte est constitue de deux partie distinctes : une comestible « la pulpe ou la chair »et

un autre non comestible « noyau » qui révelent des compositions trés intéressantes.
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Le sucre et [ cau sont Ies constituants prédominant de la chair. C'est leur proportions
qui déterminent la consistance de la datte (Munier, 1973).En plus de ces deux composés, la
pulpe renferme : des fibres, des lipides, des éléments minéraux, des protéines, des poly

phénols, des vitamines.

a-L’eau : la teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat.

Elle varie généralement entre 8 et 30% du poids de la chair fraiche.

b- Les glucides : les sucres sont les constituants le plus prédominant de la datte. L'analyse
des sucres de la datte a révélée essentiellement la présence de trois type de sucre :le
Saccharose, le Glucose, et le Fructose(Estanova,1990 ;Acourene et al.,1997).Ceci n'exclu
pas la présence d'autre sucres en faible proportion tels que :le Galactose, le Xylose...).les
dattes constituent une source de prédilection de sucres avec une teneur de 60 et 80% contre
environ 12 a 20% dans le cas de la betterave et la canne a sucre (Decloux,2008). Il n'ya
aucune raison de les purifier (sucre de datte) enticrement et de débarrasser de toute trace
de minéraux et micronutriments avant de les utiliser dans la confection des

aliments(Rémésy,2008).

c-Fibres : une grande partie de ces composes sont insolubles constituées principalement

par la cellulose.

Les dattes fins, comme la Deglet Nour, ne contiennent qu une faible proportion en cette
substance, mais des proportions plus élevées atteignant parfois plus de 10% dans le cas des

dattes communes particulierement fibreuses (Munier, 1973).

Selon Bonaz et al. (2007) il se pourrait que 1'augmentation de la consommation des
raffines, la diminution de la consommation de fibres, de vitamines, de sels minéraux et
d'acide gras essentiels jouent un réle dans les maladies inflammatoires Cryptogénétiques

de l'intestin.

d-Les minéraux : la caractéristique la plus remarquable des dattes réside dans la présence
de minéraux et d oligo-éléments particuliérement abondants dépassant nettement les autres

secs (tableau I-2).
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ttes contient des vitamines en quantités variable avec les

nce. En général, elle contient des caroténoides et des

vitamines du groupe B en quantité appréciables, mais peu de vitamines C (Munier, 1973).

Dans le tableau I-2 sont présente la composition en déférents minéraux et vitamines de la

pulpe de datte.

Tableau I-2 : Minéraux et vitamines pour 100 g de pulpe. (Benchelah et Maka, 2008).

minéraux vitamines

Potassium 670-750 mg B3 1,7 mg

Calcium 62-65 mg BS5 0,8 mg

Magnésium 58-68 mg B2 0,10mg

Fer 3 mg B6 1,15mg

Phosphore 3 mg Vitamines PP signalées | 0,03mg

Cuivre 3 mg provitamines A

Zinc 3 mg Vitamine C Présente en faible

Manganése 1-3 mg quantité dans la datte
fraiche, a presque
disparu dans la datte
séche.

f-Les acides amines : les dattes sont caractérisés par une faible teneur en protéines

(Tableau 1-3).Elle varie entre 0,38 et 2,5% du poids sec. Malgré cette faible teneur, les

protéines de la datte sont équilibrées qualitativement (Yahiaoui, 1998 ; Amellal, 2007).
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ion moyenne en acides amines de la datte seche.

(Favier et al., 1993).

Acides aminés Teneur de la pulpe, en mg/100g
Isoleucine 64
Leucine 103
Lysine 72
Méthionine 25
Cystine 51
Phénylalanine 70
Tyrosine 26
Thréonine 69
Tryptophane 66
Valine 88
Arginine 68
Histidine 36
Alanine 130
Acide aspartique 174
Acide glutamique 258
Glycocolle 130
Proline 144
Serine 88

g-Les acides gras : la datte renferme une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre

0,43 et 1,9 % du poids frais (Djouab, 2007). Cette teneur en fonction de la variété et du

stade de maturation (Amellal, 2007).

Selon Yahiaoui (1998), la teneur en lipides passe de 1,25% au stade Hababaouk a
6,33% au stade Kimiri (tableau I-4). Cette teneur diminue progressivement au stade Routab

pour atteindre une valeur de 1,97% de matiére séche a stade Tamar (Amellal, 2007).
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h- Les composes phénoliques : la datte renferme des substrats dits composes phénoliques

as de la datte Deglet-Nour, en % de maticre grasse

(Yahiaoui, 1998)

Acides gras Teneur en % de matiere

grasse

Acide linolénique (C18 :3) 12,30

Acide linoléique (C18 :2) 11,47

Acide oléique (C18:1) 10,74

Acide stéarique  (C18 :0) 10,47

Acide palmitique (C16 :0) 7,89

Acide myristique (C14 :0) 8,66

(Mansouri et al., 2005 ; Amellal, 2007).

Tableau I-5 : teneur en composés phénolique de quelque variétés de datte algériennes

(Mansouri et al., 2005)

Variétés Teneur en mg/100g du poids frais
Tazizaout 2,49
Ougherouss 2,84
Akerboyche 3,55
Tazarzait 391
Tafiziouine 4,59
Deglet-Nour 6,73
Tantbouchte 8,63

1.2.6.2. Composition biochimique du noyau :

Dans le tableau I-6 est citée la composition des noyaux de deux dattes Mauritanienne et

Irakienne.
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(Munier, 1973)

constituants Noyau (Mauritanie) % Noyau (Irak) %
Eau 7,16 6,46
Cendres 1,22 1,12
Lipides 8,86 8,49
Protides 6,54 5,22
Glucides 58,90 62,51
Cellulose 17,32 16,20

Comme le montre le tableau, le noyau constitue donc un sous produit des plus
intéressants, qui ne doit pas &étre négligé et doit étre récupéré au niveau des ateliers de

traitement et de conditionnement.
1.2.7. Usage alimentaire et médicinale de la datte :

On a recours a la datte sous différentes formes. Les utilisations sont en fait multiples

et variable d'une région a 'autre .Qu’elles soient médicinales ou alimentaire (Benchelah et

Maka, 2008).
1.2.7.1. Usage alimentaire de la datte :

Les dattes constituent la matiere premiere pour 1'¢laboration d'un bon nombre de
produits alimentaire. Elles accompagnent les plats cuisines, tels que couscous, tajines, en
une grande variété de recettes propre a chaque régions, elles se marient bien avec les
viandes. Elles entrent dans la composition de nombreuses patisseries sous forme de pates
de datte, aussi les célebres makrout sont trés apprécier (Ould El Hadj et al, 2001 ;
Benchelah et Maka, 2008).Quand aux noyaux méme si ['auteur n'est pas explicite ,ils
serait utilises comme compliments alimentaire en périodes difficiles. Aussi, ils sont utilises

comme café apres torréfaction (Benchelah et Maka, 2008).
1.2.7.2. Usage médicinale de la datte :

Energétique et riche en minéraux, les fruits permet de lutter contre 1'anémie et les

déminéralisations, il est donc recommande aux femmes qui allaitants. Les dattes pilées
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datte vertes tonifiantes. Calmantes sous forme de sirop

trés concentre, le robb, cette préparation apaise et endort les enfants. Elle est aussi utilisée
pour les maladies nerveuses et dans les affections broncho pulmonaire. En gargarisme,

elles soignent les maux de gorge (Benchelah et Maka, 2008).
1.2.8. Intérét nutritionnel:

Les dattes constituent un excellent aliment que les caravanes utilisent dans le disert
souvent presque exclusivement pendant de longs temps; leur richesses nutritive est

renforcée par une certaine quantité de vitamines « A », et de vitamines « B ». (Lecoq,

1965).

Le taux ¢leve des sucres permet de classer la datte parmi les aliments glucidique ce qui
a permis de constituer un aliment de grande valeur nutritive et énergétique .Les matieres
sucres peuvent atteindre 70% du poids des fruits et ne descendent jamais en dessous de
50% ce concentre de sucre permet aux dattes d'étre utilises dans les cas de fatigues

physique (Toutain, 1977).
Tableau I-7 : composition (g/100) et valeur énergétique des variétés (Iran)

(Al-Farsi et al., 2006).

Composition Fard Khasab Khalas
Eau 18,5 16,5 12,6
Protéine 1,47 1,61 1,68
Lipides 1,41 0,98 0,52
Cendres totaux 1,49 1,59 1,79
Sucres totaux 77,13 79,32 83,41
énergie 278 281 301

La datte est caractérisée par :

o une fort teneur en glucide, du a sa richesse en sucre réducteurs (Maatallah, 1970).
o Un pouvoir énergétique ¢élevée : 200 a 300 KCalories/100 g du fruit (Munier,
1973).

o Protéines équilibrés qualitativement mais en faible quantité. (Tabib, 1999).
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Tableau I-8 : Teneur en ¢léments minéraux dans la pulpe, en mg /100g de matiére séche

(Chibane et al., 2007)

Eléments Mech-degla Degla-Beida Frezza
K 678 575 610
Ca 231,75 286,22 249,49
Mg 21,34 2,55 1,80
Na 34 12,25 15,77
Zn 1,27 2,02 1,82
Fe 0,99 2,74 2,84
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Chapitre 11 :

Technologie de la datte
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La technologie de la datte recouvre toutes les opérations qui, de la datte a la
consommation, ont objet de préserver tout les qualités des fruits et de transformer ceux qui
ne sont pas consommes, ou consommables a 1’état, en divers produits, bruts ou finis,

destinés a la consommation humaine ou animale et a I’industrie (Estanove, 1990).
I1.1. Conditionnement de la datte

L’industrie de conditionnement joue un rdle primordial dans la préservation,
I’amélioration de la qualité et ’augmentation de la valeur marchande des fruits, surtout

celles qui sont destinées a I’exploration.

Le conditionnement des dattes, concerne I’ensemble des opérations effectuées apres la
cueillette et destinées a présenter un produit fini prét a étre consomme. Ces opérations
sont : désinsectisation, le triage, le lavage éventuel, I’humidification et /ou le séchage
I’enrobage éventuel par le sirop, la mise en caisse ou en boitte et entreposage frigorifique

(Abdelfattah, 1989).

Les conditionnements sont trés personnalisés dans chaque entreprise et selon la

clientele destinataire (Espiard, 2002).
I1.2. Transformation de la datte
I1.2.1. Produits non fermentés
I1.2.1.1. La farine des dattes

Obtenue par broyage de dattes dénoyautées, dattes séches du type Degla-Beida ou
Mech-Degla, ou susceptible de le devenir apres dessiccation (Maatallah, 1970).

A T’échelle industrielle le séchage se fait par des séchoirs avec systéme de réglage de la

vitesse de circulation d’aire, et la température de séchage.
I1.2.1.2. La pate de datte :

Les dattes molles ou ramollies par humidification donnent lieu a la production de pate

de datte. La fabrication est faite mécaniquement. Lorsque le produit est trop humide, il est
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11.2.1.3. Le miel de dattes :

Sa préparation nécessite des variétés de datte molle. L’extraction se fait par pressages

de la pulpe de dattes, et le produit ainsi obtenu présentant I’aspect du miel d’abeilles.
I1.2.1.4. Le jus de dattes :

Le jus de datte est connu depuis longtemps dans la plupart des pays producteurs de

dattes, se jus est appelé « Roub » en Algérie et « Debs » en Irak.

Ce jus est extrait apres trempage dans de 1’eau chaude 80°C pendant 1 heure au moins.
Un autre procede d’extraction par diffusion (procede utilise en sucrerie) est employé en
Irak, I’eau d’extraction et les dattes circulent en sens inverse. L’avantage de ce procede

c’est d’extraire le minimum possible de non sucre (Dubourg, 1952 in Boughnu, 1980).
I1.2.1.5. Le sirop de dattes

Il peut étre fabrique avec n’importe quelle datte de qualité secondaire, c’est un produit
stable d’une couleur plus ou moins brune, utilisé en patisserie comme édulcorant (Abbas

Hassan, 1982 in Imedjedj et Rahmouni, 1999).
I1.2.2. Produits obtenus aprés fermentation
11.2.2.1. L’alcool de dattes

Le moit de datte sert de milieu de fermentation pour la production d’éthanols. Ce
dernier est ensemence directement par la levure boulangére : Saccharomyces ceriviceae,
cependant il faut tenir compte de certaines conditions a savoir : la température, le pH, et

I’anaérobiose (Cheikh, 1994).
11.2.2.2. Le vinaigre

Aprés la fermentation alcoolique, le jus alcoolisé obtenu servira de substrat pour la
biosynthese de I’acide acétique. Les bactéries utilisées sont des bactéries acétiques dont le

principal est : Acétobacter acétal (Boughnou, 1988).
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L acide citrique est synthetise par : Aspergillus Niger. La culture se fait dans des

fermenteurs ou la température, pH et la pression sont constamment surveilles.

Le milieu de culture qui est du jus de dattes dilue a 10% permet d’obtenir un rendement

de 8,9% (El Akidi Hassan, 1982).
11.2.2.4. La vitamine B,

La production de la vitamine B, est assure par : Streptomyces albidoflavus antibioticus,

ou Streptomyces aureoflacuis.

Les rendements sont similaires a ceux obtenus sur d’autres substrats tels que la mélasse

(E1 Akidi Hassan, 1982).
I1.2.3. La biomasse
11.2.3.1. La levure boulangére

Jusqu’a présent, la production industrielle de la levure boulangére se fait sur la mélasse,

ou sur les produits amylacés (Amidon).

En Algérie, des essais ont été entrepris par ; Rangeieux .R et Girard en 1960, leurs
résultats sont comparables a ceux trouves a I'échelle industrielle sur des substrats

classique.

Le rendement maximum atteint aprés 22 heures de culture en aérobiose est de I'ordre de

9g/1, calcule en poids sec (Boughnou, 1988).
11.2.3.2. La levure alimentaire S.C.P (Signale celle protéine)

Les especes de levure cultivées sur le jus de datte (1 a 4%) sont ; candida utilus et torula

S.P.

Le rendement maximum est atteint en moins de 24 heurs de culture. Selon (El Akidi
Hassan, 1982) une tonne de dattes pourrait assurer une production de 250kg de S.C.P, dont

la teneur en protéine est estimée a 52%.
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a datte est un produtt qui presente des avantages comparatifs et pour lequel il n’existe

pas de problémes de concurrence entre les pays développés et les pays sous-développés,

comme c’est les cas pour d’autres produits agricoles (tomates, agrume, olives, etc.).

La datte fait I'objet d’un commerce intérieur et extérieur important, surtout la variété
Deglet-Nour les autre variétés, méme si elles ne sont pas largement commercialises sur les
marches, peuvent étre transformées en diverse produits dont I’impact socio-économique est
considérable tant du point de vus de la création d’emplois et de la stabilisation des
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-a-vis de
I’étranger et lui permuteraient d’économiser des devises susceptible d’étre dégagées pour

d’autre secteurs (Touzi, 1997).

La figure II.1 résume I’ensemble des produits dérivant de la transformation des dattes.
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Figure I1.1 : Technologie de datte (Boukhiar, 2009).
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Les bactéries lactiques
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IIL.1. Les bactéries lactiques :
II1.1.1.Historique :

Les bactéries lactiques sont employées pour la fabrication et la conservation des aliments. A la
fin du 19°™ siécle, Storch (1890) au Danemark, Conn (1889) aux USA et Weigmann (1896), se
sont penchés sur la fermentation du lait pour trouver la cause de sa coagulation acide. Von
Freudenreich et al. , (1897) sont parvenus a isoler un streptocoque responsable de I’acidification du

lait.

Le développement de I’industrie de transformation, en particulier 1’industrie laitiére, a conduit a
la production des ferments industriels capables d’assurer a la fois la qualité et la stabilité des
produits fermentés, ainsi que le besoin de créer de nouveaux produits expliquent I’intérét accru

porté a ce groupe de microorganisme (Leveau et Bouix, 1993 et Pollain, 1994).
I11.1.2.Définition :

Le groupe des bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique, défini par Orla-Jensen (1919),
réunit plusieurs genres caractérisés par leur capacité a fermenter les glucides en produisant de

I’acide lactique.

La fermentation est dite «homolactique» si 1’acide lactique est pratiquement le seul produit
formé et «hétérolactique» si d’autres composés sont aussi présents (acide acétique, éthanol, CO,)

(Leveau et Bouix, 1993).

Le groupe des ferments lactiques se caractérise par la capacité de ces microorganismes a
produire de grande quantité d’acide lactique sous 'une des formes isoméres L (+) ou D(-) ou bien

en mélange (DL) a partir de sucres fermentescible (Béal et sodini, 2003).

Les bactéries lactiques sont trés exigeantes en ce qui concerne leurs besoins azotés et
vitaminique. La présence dans le milieu de culture de facteurs de croissances et d’oligoéléments est

indispensable pour leur développement (Lebenf et Lacroix, 1998).
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aracteres morphologique :

Les bactéries lactiques sont des cocci ou des batonnets, Gram positives qui se caractérisent par
une composition en (G+C) compris entre 33 et 54% généralement immobiles, jamais sporulés,
catalase négatives .Ce sont des anaérobies facultatives : microaérophiles, capables de fermenter en

aérobiose comme en anaérobiose (Bourgeois et Larpent, 1996).

-Des coques (cocci) en forme sphérique plus ou moins ovoides, de 0,5 a 1,5 um de diamétre
dont la division peut engendrer des paires, des tétrades, des chainettes ou des amas. Ce sont des
bactéries non sporulés et immobiles (Devoyod et poulain, 1988 ; Medina, 2000).

-Des bacilles : en forme de batonnets de 0,5 a 2 pm de diamétre, ils peuvent avoir déférents
aspects : droits, de coccobacilles ou de longue chaine de bacilles. Le batonnet peut s’incurver dans
certains cas ou s’allonger en filament (De Roissart et Luquet, 1994).

> Ecologie des bactéries lactique

Les bactéries lactiques ont été isolées de nombreux milieux naturels végétaux (plantes et fruits),

animaux et humains (cavités buccale et vaginale, les feces, le lait) (Danone, 1999 ; Luquet et

corrieu, 2008).
I11.1.4.0Origine et habitat :

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, elles sont présentes dans plusieurs milieux
riches en principaux nutriment a savoir: produits laitiers, carnés, de péche et végétaux

(Desmazeaud, 1992 ; Luquet et Corrieu, 2008).

Le lait par sa composition riche en substances nutritionnelles et facteurs de croissance, constitue
un excellent milieu de culture pour les bactéries lactiques aptes a assimiler ses constituants par

différentes voies microbiennes (Alias, 1984).

Chez les mammiferes, elles se retrouvent dans la bouche et les cavités rhino-pharyngiennes, la
premiere partie de I’intestin, chez la femelle dans le vagin et sur les mamelles d’ou elles passent
dans le lait. (Vrignaut, 1982). Ces bactéries s’averent généralement sans danger et bénéfique a la
santé lorsqu’elles sont ingérées vivant et en nombre ¢levée, leur habitat differe selon les genres.

(Luquet, 1993).
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€s especes du genre Sirepfococcus ou Leuconostoc se rencontrent plutét chez 1’homme, les
animaux et les oiseaux, on peut les isoler de la peau des animaux et des matieres fécales, mais

aussi de I’ensilage.

Les especes du genre Lactobacillus se rencontrent plus couramment dans la nature. On les
retrouve aussi dans I’intestin des animaux et de I’homme car Lactobacillus acidophillus résiste aux
sels biliaires. Lactobacillus acidophillus entre dans la flore normale du vagin ou sa présence

empéche I’innovation par les Candida albicaus. Peu d’especes ont un caractére pathogéne.

Les especes du genre Pédiococcus ne se rencontrent pratiquement que sur les plantes. (Lenoir et

al., 1992).
I11.1.5.Les différents genres des bactéries Lactiques :

Groupe hétérogene, les bactéries lactiques regroupent quatre genres essentiels (plus d’autres),
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus, définis sur la base de critéres
morphologiques (leurs cellules sont soit des coques ou des bacilles), biochimiques (leur type
fermentaire : homolactique ou hétérolactique) et physiologiques (voir le tableau III-

1). (Leveau et Bouix, 1993 et Stiles et al., 1997).

La composition de leur ADN permet de connaitre I’homogénéité des espéces constituant ces
genres : le pourcentage de bases (CG%) de leur ADN montre une composition assez proche pour
les genres cités. Le rassemblement de ces genres dans un méme groupe est confirmé par la

taxonomie moléculaire (Leveau et Bouix, 1993 et Stiles et al., 1997).

Tableau III-1 : Les différent genres des Bactéries Lactiques (Leveau et Bouix, 1993).

cellules Fermentation | ADN (GC%)
forme Arrangement
Streptococcus Coque Chaine Homolactiques 34-46
Leuconostoc Coque Chaine Hétérolactique 36-43
Pediococcus Coque Tétrades Homolactique 34-42
Lactobacillus Bacille Chaine Homolactique 32-53
Hétérolactique
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Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissella (Stiles et al., 1997).
I11.1.6. Les exigences nutritionnelles :

Les bactéries lactiques sont caractérisées par des exigences nutritionnelles nombreuses
(Tableau III.2). Aussi ne peuvent-elles croitre facilement que dans des milieux riches en vitamines,
bases nucléiques et en sources de carbone et d’azote; lait, produits laitiers, végétaux en

décomposition, viandes...

Les vitamines nécessaires sont présentes dans le lait en concentration généralement suffisante mais
I’addition au lait d’extrait de levure riche en vitamines améliore la croissance bactérienne ;
certaines vitamines ne sont pas exigées mais ont un effet stimulent sur la croissance (Leveau et

Bouix, 1993).
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Exigences pour croissance
Meétabolites Lc. Lactis | Le. Lactis | Le. Lactis Sc. thermophilus | Lactobacillus | Ln. cremoris
Subsp. lactis| Subsp. lactis| Subsp. cremoris
diacetylactis

Acides aminés
Asp - - - + + ?
Thr - - - ? ? 9
Ser - ? +/- ? ? +/-
Glu + + + +/- + ?
Pro - ? + ? ? ?
Gly - ? +/- ? ? ?
Ala - ? +- ? ? +/-
Cys S S + + S +
Val + + + + + +/-
Met + + + +/- + +/-
Ile + + + +/- + +/-
Leu + + + + + I
Tyr ? ? ? +/- + 9
Phe +- ? + ? ? +-
Lys - - +/- + + 4/
His + + + + ?
Trp - ? +- ? ? ?
Arg +/- +/- +/- ? ? 9
Vitamines
B12 + + + + + ?
Biotine + + + + + ?
Nicotinamide + + + + + +
Pantothénique + + + + + +
Riboflavin + + + + + +
Thiamine + + + + - +
Pyridoxal + + + + - +
Acide folique + + + + - +
Acides
organiques
Acide acétique + + + ? ? ?
Acide oléique + + + ? S ?
Acide orotique ? ? ? ? S ?
Acide formique ? ? ? ? S ?
Bases nucléiques
Hypoxanthine S - - ? - +
Adénine S S - ? S +
Guanine S - - ? S +
Thymine S - - ? - -
Thymidine S - - ? - .
uracile S - - ? S +

+ : exigence ; - : indépendance ; S : stimulation ; ?: non déterminé.
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¢ metabolisme des hydrates de carbone se déroule en phases.

% Transport du glucide a travers la membrane grace a la perméase ATP dépendante.
% Clivage des disaccharides en ses deux composants.

% Dégradation des mono saccharides.

Le lactose est le principal aliment énergétique des bactéries, il peut subir différentes voies
métaboliques selon I’espece bactérienne : homofermentaires ou hétérofermentaires (voir tableau

11-3).

Les bactéries lactiques forment la partie la plus intéressante de la microflore acidifiante des
produits laitiers, mais elles ne sont pas les seules a produire les quantités assez élevées d’acide

lactique, comme le cas d’Escherichia coli, qui produit plus d’acide lactique qu’une bactérie

lactique (Alias, 1984).

Tableau III-3 : Type de fermentation des bactéries lactiques (Dellaglio, 1989).

Genre Type de Principaux produits | Isoméres de ’acide
fermentation de dégradation Lactique produit

Streptococcus Homolactique Lactate L
Pediococcus Homolactique Lactate L, DL
Lactobacillus
-Homofermentaire. s s
-Héterofermentaires | Homo ou hétéro Lactate ou lactate et L,DouDL
facultatif. lactique acétate L,DouDL
-Héterofermentaires | Hétéro lactique Lactate, acétate, L,DouDL
obligatoire. CO,
Leuconostoc Hétéro lactique Lactate, acétate, D

CO,
Bifidobacterium Hétérolactique Lactate, acétate L

I11.1.7.1 Bactéries lactiques homofermentaires

Selon Alia, (1984) et I'Inson et al.., (1982) se sont les bactéries qui ne forment que des traces de
produits de accessoires, a coté de I’avide lactique qui représente 90 a 97% du lactose fermenté. Ces

bactéries lactiques ne produisent ni de gaz ni d’amoniac.
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I11.1.7.2. Les bactéries lactiques hétérofermentaires

Ces bactéries produisent en plus de I’acide lactique (représente 50% du lactose fermenté),
d’autres acides accessoires comme 1’acide acétique, ’acide succinique de 1’alcool, du gaz
carbonique et de I’hydrogeéne. Se sont des coccies ou des bacilles, attaquent notamment les
glucides végétaux, mais qui existe aussi dans le lait les produits laitiers. On trouve parmi elles : les
Betabactérium, et les Bétacoccus, qui représentent 90% de la flore fécale du nourrisson allaité par

sa mere et qui sont strictement anaérobies.
I11.1.8.Principaux facteurs influencant le métabolisme des bactéries lactique :

La capacité de croissance et I’acidification des bactéries lactiques dépendent de plusieurs types
de facteurs: Des facteurs nutritionnels, propres aux bactéries lactiques, des facteurs de
I’environnement, notamment ; des facteurs physiques tel que la température et chimiques tel que le

pH et les facteurs bactériologiques (taux d’ensemencement) (Béal et Sodini, 2003).

» Facteurs nutritionnels :

Les bactéries lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont trés exigeantes au point
de vue nutritionnel. Elles requiérent, pour leur croissance non seulement des substrats complexes
carbonés, azotés, phosphatés et soufrés, mais aussi des facteurs de croissance comme les vitamines
et les oligoéléments (Marshall et al., 1984).

» Facteurs physiques :

La température est le premier facteur environnemental a considérer pour le développement des
bactéries lactiques. Elle agit sur les vitesses de réactions chimiques. Elle doit trouver autour de

42°C pour les especes thermophiles (Béal et Sodini, 2003).

» Facteurs chimiques :
Le pH est le facteur chimique important pour la croissance des bactéries lactiques. Il intervient
sur la disponibilité en nutriments du milieu et sur les vitesses d’activités enzymatiques (Béal et

Sodini, 2003).
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bactéries lactiques influence fortement la transformation de

produit ensemencé plus il est élevé, plus rapide est la fermentation (Béal et Sodini, 2003).
II1.1.9. Role et importance des bactéries lactique

I11.1.9.1. Réle dans I’industrie laitiére (réle utile)

De nombreuses espéces microbiennes sont utilisées dans la fabrication des produits laitiers
variés : laits fermentés, crémes, beures et fromages. Ces germes utiles sont a 1’origine des
modifications des produits et notamment leur qualité organoleptique. En technologie laitiére, on
s’efforce de choisir les especes et les souches des bactéries lactiques en fonction de leurs
propriétés de telle sorte que celles-ci permettent au mieux les transformations souhaitées et
donnent aux produits les caractéres physico-chimiques recherchés (Lenoir et al.,1992).
I11.1.9.1.1. Réle dans la production des composés d’aromes et de leurs précurseurs

¢ Role de ’acide lactique dans la coagulation et production de composés d’aromes a
partir du lactose.

Tous les produits laitiers fermentés par les bactéries lactiques présentent un fon laitier «Clean
acide odour » du a la présence d’acide lactique.

Le diacétyle et ’acétaldéhyde sont des composés intervenant fortement dans I’arome des
produits fermentés. L’acide lactique produit abaisse le pH, une fois le pHi de la caséine atteint, il
y a formation d’un gel. Il faut noter que le caillé acide est fortement déminéralisé et que le
lactosérum qui on résulte est riche en sels minéraux. (Béal et Sodini, 2003).

e Production d’acétaldéhyde

L’acétaldéhyde est normalement réduit par le métabolisme chez les bactéries lactiques
mésophiles. Donc, il n’en apparait que trés peu dans le milieu. Mais, il peut en étre autrement
chez les bactéries lactiques thermophiles. En effet, les germes du yaourt ne posseédent pas 1’alcool
déshydrogénase, 1’acétaldéhyde intra cellulaire de ses microorganismes ne sera réduit en éthanol
mais sera excrété comme produit final.

En culture pure Lb.bulgaricus produit plus d’acétaldéhyde que Sc.thermophilus, mais en
culture mixte les Streptocoques produit de plus grandes quantités de se composé (Lenoir et al.,
1992).

La protéolyse due aux bactéries lactiques va surtout conduire a des peptides courts et a des
amings libres. Ces derniers sont des précurseurs pour de nombreux produits d’ar6me. Dans le cas
des bactéries lactiques thermophiles utilisés pour la fabrication des fromages a patte pressé cuite,

il a été montré que ce sont elles qui ont un réle fondamental pour la libération des peptides courts
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une corrélation entre 1’intensité de la flaveur et la proportion

I11.1.9.1.2. Réle dans la production des facteurs antimicrobiens
e Role de I’acide lactique et du pH
Les bactéries lactiques ont un réle fondamental dans 1’inhibition des flores non lactiques des
produits laitiers. Deux facteurs principaux parfois difficilement dissociables : le pH et les acides,
notamment 1’acide lactique. (Piard et Desmazeaud, 1991).

Parmi les bactéries non lactiques, rare, sont celles qui peuvent croitre a divers valeurs de pH
inferieurs a celles obtenus avec les germes lactiques, aussi une bonne acidification lactiques
entraine une inhibition de la croissance de E.coli, des Pseudomona, des Salmonelle, et des
Clostridia.

En général, c’est la flore moléculaire (non dissociée) de 1’acide lactique qui est le facteur
toxique par les bactéries lactiques. (Lenoir et al.,1992).

e Composés divers

Les concentrations d’acétaldélide atteignant 25 p.p.m dans les yaourts peuvent avoir des effets
inhibiteurs sur Staphylococcus aureus, Salmonella ou E.coli, car ses germes indésirables voient
leur croissance ralentir a partir de 10p.p.m. (Piard et Desmazeaud, 1991).

En présence d’oxygene, les bactéries peuvent produire des peroxydes d’hydrogéne, (H202)
qui est toxique pour différentes bactéries. Ce composé par lui méme est capable d’endommager
les membranes bactériennes, les germes Gram(-) étant les plus sensibles. De plus, (H202) peut
aussi provoquer des altérations au niveau de ’ADN, notamment chez E.coli. (Lenoir et al., 1992).

e Production des bactériocines

Les bactéries du yaourt produisent également des bactériocines, substances a caractéres
bactéricide qui inhibent principalement le développement des bactéries Coliformes et d’autres
bactéries indésirables. La production de bactériocines au départ d’acide lactique concerne
principalement les Lactobacilles, mais en quantités moindres les Streptocoques. La présence de
bactériocines dans ’intestin assurait une certaine protection contre les germes pathogenes et

banaux spécifiques et contre les troubles intestinaux qui peuvent leur étre liés. (Guyot, 1992).
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u genre :

Les especes de Lactobacillus sont caractérisées par des cellules en forme de batonnets
souvent groupés en chaines, une forte exigence en facteurs de croissance : Lb. delbrueckii
exige de 11 a 15 acides aminés selon les souches, une acidification du lait plus lente qu’avec
les streptocoques mais généralement plus intense grace a une meilleure résistance aux pH
acides (jusqu’au pH 3,5) et d’'une concentration plus élevée d’acide lactique (au maximum

27¢g/litre). (Leveau et Bouix, 1993).
I11.2.2. Les subdivisions du genre Lactobacillus :

Les especes du genre Lactobacillus sont caractérisées par 1’hétérogénéité de la composition
de leur ADN : le GC% varie de 32 a 53%. Originalement elles ont été classées par Orla-
Jensen (1919) : en trois sous genres : Thermobacterium, Streptobacterium et Betabacterium

(Leveau et Bouix, 1993).

Ce classement avait été fait suivant des critéres de température optimale de croissance et de

produits de fermentation des sucres.
Le genre Lactobacillus se subdivise en trois sous groupes :

-Groupe I: anciennement appelé Thermobacterium. Ces bactéries ont un métabolisme

strictement homofermentaire (ni les pentoses ni le gluconate ne sont fermentés). (Larpent,

2000).

Il contient 2 complexes d’espéces centrés 1'un sur Lb. delbrueckii et ’autre sur Lb.
acidophilus. Les sous-especes de 1’espeéce Lb. belbrueckii possedent un ADN homologue a
plus de 80% :Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp.bulgaricus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis et Lb. delbrueckii subsp. leichmanii. Ces bactéries produisent jusqu’a
18g/litre d’acide D(-) lactique; elles se distinguent entre elles par divers caractéres

fermentaires.

Le complexe d’especes Lb. acidophilus est au contraire trés hétérogene et formé de 3 sous-
groupes caractérisés chacun par les especes suivantes : Lb. acidophilus (la souche-type), Lb.
gasseri et Lb. helveticus. L’ ADN de I’espéce Lb. gasseri hybride peu (25%) avec celui de Lb.
acidophilus. L’espeéce Lb. helveticus est considérée comme dérivée de Lb. acidophilus par

adaptation au lactosérum acide : son ADN hybride faicelement mais constamment avec celui
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-Groupe II : anciennement appelé Streptobacterium. Ce groupe comprend des espéces a
métabolisme hétérofermentaire facultatif. Les hexoses sont fermentés par la voie d’Ember-
Meyerhof en acide lactique, mais les pentoses peuvent étre dégradés en empruntant la voie
hétérofermentaire avec production d’acide lactique et 1’acide acétique par une
phosphocétolase inductible. Ces bactéries ont une forte activité fructose 1,6-diphosphate
adolase, un glucose 6-phosphate et 6-phosphogluconate déshydrogénase. Lb.sakei et Lb.
curvatus se divisent chacun en 2 sous-groupes (sous espéce curvatus et sous-espece
melibiosus ; sous-espece sakei et sous-espece carnosus). Lb. casei est scindé en 4 especes :
Lb.zeae, Lb. paracasei, Lb. casei et Lb. rhamnosus. (Larpent, 2000). Ces bactéries produisent
généralement peu d’acide lactique ; de 3 a 13 g/litre, soit de L(+) soit de DL selon les espéces.

(Tableau II1.4). (Leveau et Bouix, 1993).

Groupe III: anciennement appelé Betabacterium. Ces espéces ont un métabolisme
strictement hétérofermentaire. Il n’y a pas de fructose 1,6-di-P-aldolase, ni de
phosphofructokinase mais elles une forte activité glucose-6-P gluconate déshydrogénase.
Elles fermentent le gluconate et les pentoses. Elles produisent de I’acide lactique, de I’acide
acétique, du CO, et de I’éthanol. Ces bactéries possédent une phosphocétolase mais pas

d’aldolase. (Larpent, 2000).

Tableau III-4 : Caractéristiques de quelques especes de Lactobacilles. (Leveau et Bouix,
1993).
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LU. UeloTueckIl suosp.aetor ueckii 49-51 D Végétaux
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 49-51 D Yaourt, fromage
I Lb. delbrueckii subsp. lactis 49-51 D Fromage
Lb. acidophilus 34-37 DL Bouche, vagin
Lb. gasseri 33-35 DL Bouche, vagin
Lb. helveticus 38-40 DL Fromage
Lb. casei subsp. casei 45-47 L Rumen
Lb. casei subsp. pseudoplantarum 45-47 DL Fromage, fourrage
Lb.casei subsp. tolerans 45-47 L Bouche, vagin
Lb. casei subsp. rhamnosus 45-47 L Tractus intestinal
11 Lb. sake, L.b curvatus 42-44 DL Végétaux
Lb. bavaricus 42-44 L Végétaux
Lb. plantarum 44-46 DL Végétaux, fromage
Lb. bifermentans 44-46 DL Fromage
Lb. brevis 45-47 DL Végétaux, fromage
Lb. buchneri 44-46 DL Végétaux, fromage
Lb. kefir 40-42 DL Kéfir
11 Lb. reuteri 40-42 DL Tractus intestinal
Lb. fermentum 52-54 DL Végétaux, fromage
Lb. confusus 45-47 DL Végétaux
Lb. viridescens 45-47 DL Produits carnés
Lb. sanfrancisco 36-38 DL Pain, panattone

111.2.3.Habitat :

Les Lactobacilles, de par leur variété, sont présents dans des milieux trés différents. Les
especes mésophiles- Lb.casie subsp. casei , Lb. plantarum , Lb. curvatus, Lb. brevis- sont
caractérisées par un large spectre de fermentation et sont présentes dans le lait et dans des
fromages comme le cheddar, dans les laits fermentés : le Kéfir (Lb. brevis, Lb. kefir, Lb.
fermentum, Lb. curvatus) , dans le vin (Lb. brevis, Lb.buchneri) , la bicere (Lb.
malefermentans) , le cidre, dans les produits de panification : Lb. sanfrancisco, dans viandes
fraiches ou fermentés les saucissons : Lb. sake et dans le tube digestif de ’homme et des
animaux (Lb.acidophilus, Lb. casei, Lb. fermentum, Lb. reuteri, etc). la présence des
thermophiles a spctre étroit de fermentation est plus limitée, dans les laits fermentés (Lb.
delbrickii subsp. bulgaricus dans le yaourt ; Lb. acidophilus dans les laits a acidophilus) et
dans certains fromages fabriqués a une température supérieure a 40°C comme le parmesan
(Lb. helveticus, Lb.delbrueckii subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp bulgaricus) et ’Emmental.
(Leveau et Bouix, 1993).
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IV.1.Généralités sur ’acide lactique

L’acide 2-Hydroxy-propanoique ou ’acide lactique est élément principal de tous
les produits laitiers acidifiés auxquels il donne leurs caractéristiques fondamentales. C’est
un produit naturel non toxique. Il fut identifi¢ en 1847 par Blondeau comme produit de la
fermentation bactérienne et mis en évidence pour la premicre fois dans le lait par Scheele
en 1870. C’est en 1881 que sa production industrielle commence aux USA. En 1894, la
production, essentiellement destinée aux industries du cuir et du textile atteint 5 tonnes/an
(Vick Roy, 1985). Chaque année, environ 50 000 a 80 000 tonnes d’acide lactique sont
produites a travers le monde dont 90% sont réalisées a partir de fermentation microbienne.
Les restants sont produits synthétiquement a partir du lactonitrile.Le prix d’un Kg d’acide
lactique peut aller de 1,40 US$ pour 50% pureté a 1,90 US$ pour 80% pureté (Djidel,
2007).

IV.2. Propriétés physicochimique de ’acide lactique

L’acide lactique existe sous formes D ou L. Ces deux isomeres sont caractérisés par
des positions différentes des atomes dans I’espace (voir la figure IV-1). Les bactéries
lactiques produisent I’'un ou I'autre de ces isomeres, par fois les deux a la fois, tout dépend
de leur contenu en lactate déshydrogénase (LDH). L’activité de cette enzyme est
spécifique : L(+) LDH et D(-) LDH, car chacune d’eux n’engendre qu’une seule forme
(Pelmout, 1993).

"OOH COOH
HOCH H(Ij()H
(l'JHB (|?HB
Acide L(+) lactique Acide D(-) lactique

Figure IV.1. Acide lactique forme L et D

L’acide lactique est soluble dans I’eau, incolore et trés peu volatil. En solution a

20% ou plus, il peut se produire une auto-estérification due a la présence des groupements
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lymeéres linéaires de forme générale H [OH(CH3) CO]J

OH.

Dans I’appréciation du role physiologique et de la physiologie de la nutrition de I’acide
lactique dans I’organisme, il est nécessaire de distinguer entre les formes L(+) et D(-) de
cet acide. Il est couramment admis que la forme L(+) est plus rapidement métabolisée que
la forme D(-) (Alma, 1982). Aussi il est souvent attribué a I’acide L(+) des qualités

nutritionnelles supérieures.
IV.3. Production de I’acide lactique
IV.3.1. La voie chimique

La méthode principale de préparation synthétique est basée sur [I’hydrolyse du

Lactonitrile par I’acide chlorhydrique ou I’acide sulfurique. (Narayanan, 2004):
CH;CH (OH) CN + 2 H,0 + 2 H;SO4¥—+» CH3;CH (OH) COOH +%2 (NH4),SO4
Lactonitrile acide lactique sel d’ammonium
Le lactonitrile est obtenu par la réaction entre I’acétaldéhyde et I’acide cyanhydrique.

HCN +  CH;CHO GH;CH (OH) CN

Acide cyanhydrique Acétaldéhyde Lactonitrile

La production d’acide lactique par voie chimique présente I’intérét d’utiliser des
co-produits de I’industriec chimique, mais surtout de produire de [’acide lactique

thermostable d’une haute pureté et incolore.
IV.3.2. La voie enzymatique

Deux types d’enzyme sont obtenue par fermentation de Pseudomonas :La L et LA
DL2-halo acide dehalogenase (Motosugi et al.,1982a et 1982 b).Elles catalysent la
dehalogénation de 1’acide 2-halo-propionique comme 1’acide 2-chloropropionique avec
inversion de la configuration C,.(Motosugi et al.,1984 ;Liu et al.,1995 ;Nardi-Dei et
al.,1997).

Les réactions catalysées par ces enzymes sont les suivants :
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|, D-CH;CH (OH) COOH+HX

T-Z-halo acide dehalogenase

L(D)-CH;CHXCOOH+H,0 » D(L)-CH;CH(OH)COOH+HX

DL-2-halo acide dehalogenese

La L-2- halo acide dehalogenese agit sur I’isomeére L de I’acide chloropropionique alors
que la DL-2-halo acide dehalogenese catalyse la dehalogénation des deux énantioméres de

I’acide chloropropionique.
IV.3.3. La voie fermentaire

Ces dernieres années montrent un tournant décisif dans la production d’acide lactique au
niveau mondial. L’acide lactique est presque exclusivement produit par fermentation. Les
microorganismes généralement utilisés pour sa production sont variées, mais ce sont les

lactobacilles qui sont les plus fréquemment utilisés.
-Microorganismes producteurs d’acide lactique

Un nombre trés important de genres et d’espéces bactériennes et méme quelques

moisissures transforment des carbohydrates en acide lactique.
% Les bactéries lactiques

Depuis la fin du dernier siccle, les progres se sont considérablement accélérés, aussi bien
dans la connaissance des microorganismes responsables de la fermentation lactique que
pour la mise en point de méthode de sélection des souches sur des critéres d’activité et de
résistance. La place importante des bactéries lactiques réside dans leur capacité a fermenter
rapidement les sucres en acide lactique. Les bactéries lactiques homofermentaires
comprenant des espéces de strptocoques, entérocoques, lactocoques et lactobacilles
convertissent presque quantitativement le glucose en acide lactique (90 a95%). Le rdle
principal des bactéries lactiques est la production par fermentation d’acide lactique et
d’autres composés organiques a partir des sucres, produits qui influencent la texture, le
gout et la qualité microbiologique des aliments (Singh et al., 2006 ; De vos et Hugenholtz,
2004 ; Caplice et Fitzgerald, 1999). Les propriétés technologiques apportées par ces

bactéries sont nombreuses et variées, parmi elles, ’activité acidifiante est un critére de


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary
— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Cllck Here to upe , mais a cause de leur faible aptitude a la biosynthese,

Unlimited Pages

les groupes les plus exigeants au point de vu nutritionnel.

«» Les cultures mixtes

Il est assez rare que I’on utilise pour la fabrication des produits laitiers une seule souche
de bactérie lactique. En régle générale, on associe plusieurs souches, voir plusieurs especes
et genre bactériens. L’association qui a été la plus étudiée est celle du yaourt, constituée de
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Juillard et al.,
1987, Zouari et Desmazead, 1991 ;Béal et Corrieu, 1994). Dans un mélange de deux
souches, c’est celle dont le taux de croissance est le plus rapide qui devient dominante

(Juillart et al., 1987).

Le role prépondérant joué par les cultures mixtes dans la production d’acide lactique a
justifié que leur soit consacrée une attention particuliere. Cependant ce systéme n’est pas
encore utilisé a 1’échelle industrielle a cause des difficultés rencontrées au cours de
I’optimisation des conditions de cultures pour chaque souche, tels que le pH, la

température, la demande en oxygene et la composition du milieu de culture.
IV 4. Utilisation et intérét d’acide lactique

L’acide lactique est largement utilisé par les industries, il trouve ses diverses
applications dans les industries chimiques, alimentaires et pharmaceutiques (Boudjelal et

Nancib, 2001).

% C’est le secteur alimentaire qui est le plus gros consommateur de lactate (Tableau
IV.1). Ce dernier est employé comme conservateur pour les saumures, les produits laitiers,
les viandes et le pain, mais aussi comme acidulant pour les bieres, les vins et les sucreries.
Le lactate de calcium est un bon stabilisant et épaississant. Le lactate ferreux est utilisé
comme source de fer pour la supplémentation des laits maternisés. Enfin le lactate de
potassium et d’ammonium sont connus pour étre de trés bons humectants, exhausteurs de
gott et émulsifiants. (Djidel, 2007).

% L’acide lactique aide a déstabiliser les micelles de caséine et la formation de gel
résulte de la coagulation et modifié¢ la texture du produit(le yaourt). Elle va également
influée sur la saveur des laits fermentés (Luquet et Corrieu, 2005). En plus de son impact
organoleptique, ’acide lactique par son action sur la diminution du pH, a un réle protecteur

contre d’éventuelles contaminations par des germes indésirables (flores d’altération ou
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% Dans l'industrie pharmaceutique, il est utilisée sous sa forme ester optiquement
active pour la synthése de molécule chirale. Le lactate de sodium est utilis¢é comme
solution de dialyse rénale et le lactate de calcium et celui de magnésium pour le traitement
des déficiences en ces minéraux (Djidel, 2007).

% Au niveau cosmétique, I’acide lactique est utilisé dans les produits capillaires pour
améliorer la texture des cheveux, dans les dentifrices comme agent détartrant et dans les

lotions contre I’acné. (Djidel, 2007).

Tableau IV.1 : Les applications les plus courantes de 1'acide lactique

et ses sels (source : Djidel, 2007)

Industrie Industrie Industrie Matiere chimique
alimentaire chimique pharmaceutique

-acidulant -agent détartrage | -solution de dialyse -oxyde de
-agent -contrdleur de pH | -préparation minérale propylene
antimicrobien -neutralisant - encapsulation -acétaldéhyde
-exhausteur de -agent de (comprimes) -acide propénoique
gout nettoyage -implants biodégradable | -lactate d’éthyl
-contrdleur de pH | -agent de -contrdle de la -dilactide
-fortification verdissement libération de -poly (acide
minérale médicament lactique)
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V. Matériel et méthode
V.1. Matériel végétal
V.1.1. Choix de la variété

La variété de datte retenue dans cette présente étude est Degla-Beida qui est de
consistance seéche et trés répandue dans les palmeraies du sud algérien (voir photo de la
figure V-1). Elle constitue environ 37% de la production national occupant la deuxi¢me
place aprés Deglet-Nour 53,9%(Anonyme ,2002) De faible valeur marchande cette variété
n’est pas beaucoup appréciée par les consommateurs malgré sa richesse en sucres, en

minéraux et en vitamines, du groupe B particulicrement. Sa faible teneur en eau (15%

\

environ) favorise sa conservation (Chibane, 2008).

/

Datte entiére

Noyau

Pulpe

o

V.1.2. Obtention et conservation des échantillons

=/

Figure V.1. Degla-Beida (photo oroginal).

Les dattes analysées sont achetées le mois de Mars 2012. Ces dattes sont récolté au

stade de maturité « Tamar » a Sidi okba (wilaya de Biskra).
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nner dans des sacs en plastique et de les entreposer dans

un réfrigérateur a 4°C.
V.2. Matériel biologique
La souche utilisée dans ce travail est Lactobacillus acidophilus, sous forme lyophilisé.

V.3. Extraction du jus de datte

Les dattes sont soigneusement lavées et dénoyautées. L’eau est additionnée a raison de
deux litres par kilogramme de pulpes. Le mélange est chauffé a 80 °C pendant 2 h.
L’extrait obtenu est centrifugé a 5000 rpm pendant 30 mn afin de séparer les débris

cellulosiques. Le surnageant recueilli puis utilisé comme source de carbone et d’énergie.

(Boudjellal et al., 2001)

Figure V.2. Jus de datte (photo original)
V.4.Méthodes d’analyses

Toutes les analyses ont été effectuée au niveau de L’INSFP-IAA (Institut National
Spécialisé dans la Formation Professionnel-Industrie agro-alimentaire) ; a part le dosage de
la protéine au laboratoire Zootechnie et la mesure de la conductivité au laboratoire de

chimie de I'université Saad Dahlab de Blida.
V.4.1. Analyses morphologique de la datte entiére et de ses deux tissus
Les analyses qui suivent ont été réalisées sur 10 dattes (Acouréne et Tama, 1997).

+ La couleur a été apprécie visuellement.

< La consistance : au toucher.
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rt suivant a été déterminés :

-Rapport Longueur / Largeur = Longueur de datte (cm) /Largeur de datte (cm).

#+ Le poids (pulpe entiére, ses deux tissus constitutifs ainsi que le noyau) est
déterminé a 1’aide d’une balance analytique de type : KERN (£ 0,0001) et les

indices suivants ont été déterminés :
-Rapport pulpe/datte (%)=Poids de pulpe (g) /Poids de datte (g)
-Rapport noyau/datte (%)=Poids de noyau (g) /Poids de datte (g)
-Rapport tissu jaune/pulpe (%)= Poids de tissu jaune(g) /Poids de datte (g)
-Rapport tissu blanc/pulpe (%)= Poids de tissu blanc (g) /Poids de datte (g)
-Rapport pulpe/ noyau (%)= Poids de pulpe (g) /Poids de noyau(g)
V.4.2. Analyses physicochimique
V.4.2.1. Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est déterminée sur une partie aliquote de 10 g de datte ou jus de datte
séché dans une étuve a une température de 105° durant 18 h selon la méthode décrite par

Acourene et Tama (2001).

» Mode opératoire
o Sécher des capsules vides a I’étuve durant 15 mna 105° ;
o Tarer les capsules apres refroidissement dans un dessiccateur ;
o Peser dans chaque capsule I’échantillon, et les placer dans I’étuve réglée a 105° ;
o Retirer les capsules de I’étuve, les placer dans le dessiccateur, et aprés refroidissement,
les peser. L’opération est répétée jusqu'a ’obtention d’un poids constant.

> Expression des résultats

H%= x 100

Soit :

H% : Teneur en eau ou humidité ;
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. IMasse 1male « apres dessicc

cation » « Matiere fraiche+capsule » ;

ation » « Matiére seche+capsule » ;
P:Masse de la prise d’essai.

La teneur en matiére séche est calculée selon la relation suivante :

Matiére séche%=100%-% humidité

V.4.2.2. Détermination de pH (NF V05-108,1970)
» Principe

Le potentiel d’hydrogéne (pH) est une des variables utilisées pour caractériser les
propriétés des milieux. Le pH est utilis¢ dans de nombreux domaines comme variable
opératoire, caractérisation de produit fini ou encore a des fins de controle de qualité. De
nombreuses études se sont attachées a corréler sa valeur a des lois cinétiques de réactions,
des qualités organoleptiques de produits ou encore des activités enzymatiques (Akin,

2008).

» Mode opératoire

Etalonnage de I’appareil ;

O

Introduire I’¢lectrode dans la solution a contrdler (extrait de datte) ;

O

O

Laisser la valeur indiquée se stabiliser ;
o Raire la lecture du pH directement sur I’écran ;

Rincer I’¢lectrode avec I’eau apres chaque utilisation ;

O

» Expression des résultats
Lecture directe de la valeur du pH sur le pH metre.
V.4.2.3.Mesure de la conductivité électrique

» Principe : la conductivité peut étre déterminée a 1’aide d’un instrument, c’est une
mesure de courant conduit par les ions présents dans le produit a analyser.

» Mode opératoire

La mesure de la conductivité se fait par un conductimétre (type JANUAY) étalonnée

par la solution tampon, apres ringage de I’¢lectrode par I’eau distillée, on la plonge dans le
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V.4.2.4. Détermination de la densité relative a 20°C (Gachot, 1955)

La densité est en relation directe avec la consistance des jus. La mesure de la densité se fait

a ’aide d'un densitometre plonge directement dans le liquide a une température de 20°C.

» Mode opératoire
o Verser I'échantillon dans une éprouvette et le laisser se stabiliser.
o Introduire le densitométre soigneusement sans toucher les parois.

o La graduation donne directement la densité a 20°C.
V.4.2.5. Détermination de la teneur en cendre (NF V05-113,1972)

» Principe

Le dosage des cendre est base sur la destruction de tout matiére organique sous | effet

de la température élevée (500°C) (Linden, 1981).

» Mode opératoire

o Peser 0,5-1g de matiére séche dans une capsule préalablement

o Faire passer la capsule au four a température de 500°C pendant 5 heures ;

o Apres refroidissement retirer la capsule.

» Expression des résultats :

x 10

MO %=

Soit :
MO% : Teneur en matiére organique ;
Mi : Masse initiale « avant incinération » « matiére séche +capsule »

Mf : Masse finale « apres incinération » « cendre +capsule » ;

n fait la lecture. Les

M
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La teneur en cendre est cgale a :

% Cendre=100%-MO%)|

V.4.2.6. Détermination de I' acidité titrable totale : NF (V05-101,1974)
» Principe

Les milieux biologique sont généralement des milieux complexes contenant en
particulier de nombreux composes a caractére acide et de nombreux composes a caractére

alcalin.

L'acidité totale d'une boisson est la somme des acidités titrable existant dans cette

derniere. Elle correspond a la somme des acides organique : citrique, malique et tartrique.

Cette détermination est basée sur un dosage potentiometrique qui consiste a titrer les

acides organique par la soude, apres avoir fait évaporer les acides minéraux par ébullition.
NaOH+COOH — H,+COONa

L'acidité titrable est exprimée en milliéquivalent pour 100 ml .Elle est obtenue en tenant

compte de la dilution, selon la formule suivante :

[250/25]% [V1/10]% [100/Vo] =100 [V1/V(]

Vy : volume de la prise d essai en ml
Vi : volume en ml de la solution de NaOH (0.1N) utilise.

Il est possible d'exprimer conventionnellement I'acidité titrable en gramme d'acidité
par 100g ou 100ml de produit, en multipliant par le facteur correspondant a 1’acidité

(tableau V.1)
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Acide Facteurs
Acide malique 0.067
Acide oxalique 0.045
Acide citrique 0.070
Acide tartrique 0.075
Acide sulfonique 0.049
Acide acétique 0.060
Acide lactique 0.090

» Mode opératoire :

o Prélever une partie de 1'échantillon préalablement homogénéise et la filtrer a travers
papier filtre.

o Prélever 250 ml, compléter jusqu'au trait de jauge avec de l'eau distille, récemment
bouillée et refroidie, puis homogénéise le mélange.

o Prélever 20 ml selon I'acidité présumée et les verser dans un bécher et y ajouter 0,25 a
0.5ml de phénol phtaléine.

o Sous agitation magnétique, verser a 1’aide d’une burette la solution NaOH (0.1N)
jusqu’a I’obtention d une couleur rose persistant pendant 35 secondes.

o Noter le volume V; de NaOH.

o Effectuer deux déterminations sur méme échantillon.
V.4.2.7. Dosage des sucres totaux et sucres réducteurs
» Réactifs
-Solution de Fehling I (KNaC4H4064H,0)
-Solution de Fehling II (CaO4 5H,0)
-Solution de soude 10 N
-Solution d"HCL concentre
-Solution de phénol phtaléine (dissoudre 1g de phénol phtaléine dans 100ml d"éthanol)

-Bleu de méthyleéne (dissoudrel g de Bleu de méthyléne dans 100ml dalcool secondaire)
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soudre 1'acétate de plomb jusqu'a saturation)

> Mode operatoire

o Introduire 20 ml de I'échantillon, dans une fiole jaugée de 100 ml, en ajoutant Sml de
solution d'acétate de plomb.

o Ajouter par petite quantités jusqu'au trait de jauge, puis on filtre le mélange.

> Dosage des sucres réducteurs
-Prélever dans bécher 5 ml de solution de Fehling I et 5 ml de solution de Fehling II
-Ajuster jusqu'a 100 ml avec de I'eau de robinet puis metre a ébullition.
-Titrer par le filtrat obtenu jusqu'a disparition de la tente bleu.

-Ajouter 2 gouttes de bleu de méthylene et continue la titration jusqu'a ce que la coloration
Blue remplacées par une coloration rouge brique, a ce moment la, arréter le titrage et noter

le volume de filtrat dépensé soit V.
» Dosage des sucres totaux
-Prélever 50 ml de filtrat et y ajouter 5 ml d""HCL concentre.
-Porter le mélange au bain marie jusqu'au 70°C pendant 5 minutes.
-Neutralisation avec NaOH (10N)/en présence de phénol phtaléine a 1%.

-Prélever dans un bécher 5 ml de solution de Fehling I et 5 ml de solution de Fehling II.

Ajuster jusqu'a 100 ml avec de I'eau du robinet puis chauffer jusqu'a ébullition.
-Titrer par le filtrat obtenue jusqu'a disparition de la couleur bleu.

-Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et continuer la titration jusqu'a ce que la
coloration bleu soit remplacée par une coloration marron cuivrée, a ce moment arrété la

titration et noter le volume de filtrat dépensé soit Vo.
> Expression des résultats

-Sucres réducteurs : (S,= A g/l)

S,— [240/V (V1-0.05)x 149]x 10
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V1 volume du 1iltrat 1

-sucres totaux :(S= B g/l)

S [S00/V (V-0.05)]x 10

V : Volume de la prise d'essai
V3: Volume de filtrat 2

-Saccharose : S=g/1

S— (B-A) x 0.9

V.4.2.8. Détermination de la teneur en protéine Méthode de Kjedhal (NF V03
050,1970)

» Principe

Le principe de la méthode est base sur la transformation de I’azote organique en sulfate
d’ammonium sous I'action de l'acide sulfurique en présence d'un catalyseur. Le sulfate
d’ammonium obtenus est distille sous forme d'ammoniac et dose apres déplacement, en

milieu alcalin (Lecoq, 1965).
» Mode opératoire

-Introduire dans un matras de minéralisation 1 g de broyat de dattes, ajouter une pince de

sulfate de cuivre et de potassium comme catalyseur ;
-Ajouter 15 ml d’acide sulfurique pur ;

-Apres une attaque a froide pendant 15 mn jusqu'a D’apparition de vapeurs blanches
d’anhydrique sulfurique : porter dans un minéralisateur a une température de 420°C

pendant4a5Sh;

-quand la solution devient limpide, elle est refroidie puis complétée a 100 ml avec I’eau

distillée ;
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hatras et 25 ml d’acide borique dans une fiole de 250 ml

est réalisé selon un programme établi

-Le dégagement d’ammoniac est capte par la solution d’acide borique contenant

I’indicateur coloré (mélange de bleu de méthyleéne et rouge de méthyléne).

-L’exces d"'ammoniac est titre par une solution dacide sulfurique a 0.05 N dans un titrateur

autoumatique jusqu'a apparition du virage.
> Expression des résultats :

La teneur en azote totale est déterminée par la formule suivante :

N%= —x( )X .%o, _ —x( )
0= =

Soit :

V : Solution minéralisée et complétée a 100 ml ;

V' : Solution de la soude ajoutée (20 ml) ;

N : La quantité d'acide sulfurique lue apres titration ;
0.05 : Normalité d"acide sulfurique ;

P : Poids de la prise d'essai (1 g).

V.4.3.Analyses microbiologiques

V.4.3.1 Préparation de la suspension meére et des dilutions décimales
(NF : V08-06,1991/ISO 4831).

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

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

% On préléve Iml de la solution mére et on I'introduit aseptiquement dans un tube
stérile contenant 9ml d’eau physiologique stérile, pour obtenir une dilution de 1/10

oul0?.
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stérile contenant 9ml d’eau physiologique stérile, on

homogénéise et on obtient ainsi la dilution la dilution 1/100 ou 107,
% Introduire ensuite aseptiquement a I’aide d’une pipette 1ml de la dilution 107 dans
un tube stérile, contenant au préalable 9ml d’une méme dilution, cette dilution est

alors au 1/1000 oul0™. (Beerens et luquet, 1987). (Annexe I)
Ces trois dilutions serviront a la recherche des germes suivants :

= Germes aérobies mésophiles totaux.
= Coliformes

= Levures et moisissures.

= Straphylococcus aureus.

= Salmonelles.

= Clostridium sulfito-réducteur.

= Streptocoques fécaux.

1.4.3.2. Recherche et dénombrement des germes aérobies mésophiles totaux (GAMT)
a 30°C : Norme AFNOR (NFV 08-051.Fév.1999).

> But

Le dénombrement de la flore totale, reste la meilleure méthode permettant
d’estimer I’indice de la salubrité et de la qualité des aliments dans le contrdle industriel. Un
aliment dont la flore totale est trop élevée montrera de mauvaises conditions de

conservation et sera considéré comme impropre a la consommation. (Bourgeois et Leveau,

1991).
» Principe

Le dénombrement de la flore totale est réalisé su gélose PCA (Plate Count Agar), par un
ensemencement en profondeur et par comptage des colonies lenticulaires obtenues (Joffin

et Joffin, 2000).
» Technique

-A partir des dilutions décimales allant de 10° a10™', on procéde a un ensemencement en

profondeur, en ajoutant aseptiquement 1ml dans des boites des pétri stériles, aux quelles,
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pnts circulaires en formes de « 8 » pour permettre a

I’inoculum de se mélanger a la gélose utilisée.

-Laissez solidifier sur paillasse, puis rajouter une deuxiéme couche d’environ Sml de la

méme gélose, cette double couche a un réle protecteur contre les contaminations diverses.
-L’incubation des boites est réalisée a 30°C pendant 72h.(Annexe I)
> 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
et 300, on multiplie le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution. (Beerens et Luquet,

1987).
V.4.3.3. Recherche des coliformes par comptage des colonies
» Définition

Par cette méthode les coliformes sont des bactéries qui a température spécifiques
(30,35 ou 37°C, selon accord) forment des colonies caractéristiques dans le gélose lactosée
biliée, au cristal violet et au rouge neutre lorsque 1’essai est effectuée selon la méthode

spécifiée.

Rappelons les colonies sont généralement des bacilles a Gram- aérobies ou
anaérobies facultatifs non sporulés, ne possédant pas d’oxydase, capables de se multiplier
en présence de sels biliaires et capables de fermenter le lactose avec production d’acide et

de gaz en 24 a 48heures a une température comprise entre 36 et 37°C selon I’ISO.
» Mode opératoire

-A partir des dilutions retenues, transférer 1ml de la solution mére dans la boite de pétri

préalablement préparée et numérotée pour cet usage.

-Dans les méme conditions et de la méme maniére, on transfére a 1’aide d’une nouvelle

pipette, 1ml de la second dilution décimale dans une boite a pétri.
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étri, environ 15ml de gélose VRBL, fondue, refroidie et

maintenue a 47 + 2°C dans un bain marie.

-On mélange soigneusement milieu et inoculum et on laisse le mélange se solidifiée sur la

paillasse fraiche et horizontale.

-On retourne les boites a pétri ainsi préparée puis on les incube selon accord a 30, 35 ou

37°C pendant 24 heures = 2 heures. (Annexe I)
» Lecture et interprétation

Aprés la période d’incubation spécifiée, compter les colonies dans chacune des

boites contenant entre 15 et 150 colonies.

On peut également compter toutes les colonies de deux dilutions successives

présentant entre 15 et 150 colonies par boites et appliquées la formule suivante :

Ou C : somme des colonies comptées dans deux boites de dilutions successives

1 ere

d : valeur de la dilution retenue parmi les deux boites.

V.4.3.4. Recherche et dénombrement des levures et moisissures : Norme. (NF ISO
7954).

> But

La recherche et le dénombrement des levures et moisissures sont réalisés pour deux

causes

o Leur aptitude a provoquer des altérations d’ordre organoleptique et commerciale du
produit.

o Les propriétés qu’ont certaines moisissures a produire des mycotoxines notamment
(les aflatoxines), pouvant nuire la santé du consommateur (Guiraud, 1998).

» Principe

Les levures et moisissures sont des champignons inférieurs, hétérotrophie, organismes

eucaryotes, qui proliferes sur les produits acides. Leur dénombrement effectués sur
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» Technique

-On transfére 1ml de chaque dilution dans des boites stériles, aux quelles, on ajoute de la

gélose OGA préalablement fondue et refroidie a 45°C.

-On mélange apres, par des mouvements circulaires et de va et vient puis, on incube les

boites a 22°C pendant 5 jours.

-On doit surveiller quotidiennement les boites pour éviter I’envahissement du milieu par

des moisissures.(Annexe I)
» Lecture

Pour le dénombrement des colonies, en faisant la distinction entre les levures et
moisissures d’aprés leur aspect macroscopique, on prend en considération les boites

contenant 15 a 150 colonies et on multiplie le nombre trouvé par I’inverse de la dilution.

1.4.3.5. Recherche des Staphylococcus aureus: Norme AFNOR :(NF.V08-
057.Nov.1994).

> But

La recherche et le dénombrement des colonies des Staphylocoques a coagulase
positive, parmi les quels se recontrent les souches Entérotoxinogénes, il s’agit
principalement de Staphylococcus aureus, capable de produire des entérotoxines

protéiques cause d’intoxications alimentaires (Guiraud, 1998).
» Principe

Les staphylocoques a coagulase positive sont des bactéries qui forment des colonies
caractéristiques et/ou non caractéristiques, en aérobiose qu’en anaérobiose (Bourgeois et

al., 1996).

Leur dénombrement est effectué¢ a I’aide d’un milieu sélectif, on distingue des milieux
liquides d’enrichissement et des milieux gélosés pour I’isolement. L’enrichissement sur
milieu « Giolitti Cantoni » permet une meilleure revivification des souches stressées.

L’isolement sur milieu « Chapman », qu’est un milieu hypersalé¢ (7,5% de NaCl) donc
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» Technique
% Méthode d’enrichissement en milieu Giolitti Cantoni

#% Préparation du milieu d’enrichissement : Au moment de I’emploi, on ouvre
aseptiquement le flacon contenant le milieu GC pour y ajouter 15ml d’une solution
de « Tellurite de potassium ». Bien homogénéiser, le milieu est alors prét a
I’emploi.

4 1% étape : Enrichissement : On introduit dans trois tubes & essai stériles 15ml de
GC, puis on prend 1ml de chacun de la dilution de 10® & 10 et le mettre dans le

tube de GC, et bien mélanger. L’incubation se fait & 37°C pendant 24 4 48 h.

» Lecture : Seront présumés positifs, les tubes ayant virés au noir.

& 2°™ étape : Isolement : Pour s’assurer qu’il s’agit bien d’un développement de
Staphylococcus aureus ; ces tubes feront I’objet d’une confirmation par isolement
sur gélose Chapman, préalablement fondue puis coulé en boites. Apres
solidification du milieu I’ensemencement est réalisé par étalement sur surface.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48h.

» Lecture : Seront considérés comme positives, les boites contenant des colonies
caractéristiques a savoir des colonies lisses, brillantes, pigmentées en jaune et
entourées d’une zone de transparence. La coloration jaune due a la fermentation du
mannitol et donc acidification du milieu qui vire au jaune.( Annexe I)

> Expression des résultats : Si & la dilution 10" : le tube a noirci au bout de 24h
d’incubation et a I’isolement, il y a des colonies caractéristiques, il faut tenir
compte de la dilution car le nombre réel de Staphylococcus aureus correspond a
I’inverse de la dilution. Dans ce cas ; il y a donc 10 Staphylococcus aureus par

millilitre de produit a analyser.
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» Principe

Les clostridiums sulfito-réducteurs sont des anaérobies strictes, peuvent former des
spores, ils ont le pouvoir de réduire les sulfites du milieu en sulfure, cette propriété de
sulfito-réduction génére le dégagement d'H,S, qui réagit avec les sels de fer pour former
un précipite de sulfure de fer, noir, insoluble qui se dépose autour des colonies et permet
ainsi de caractériser. Le dénombrement des Clostridiums Sulfito-réducteurs a lieu en
milieu gélose Viande-Foie « VF », additionne d'alun de fer et sulfite de sodium ensemence

avec des dilutions différentes (Piard et Desmazend, 1991).

» Technique

= Préparation du milieu

Au moment de I'emploi, faire fondre un flacon de gélose Viande « VF », le refroidir

dans un bain d'eau a 45°C, puis ajouter 0,5ml d alun de fer et 1ml sulfite de sodium.

On mélange soigneusement et aseptiquement ; le milieu est ainsi prét a I'emploi, mais il

faut le maintenir dans une étuve a 45°C jusqu'au moment de 1 utilisation.
= Ensemencement

Les tubes contenant les dilutions 10~ a 10" seront soumise d'abord a un chauffage a
80°C pendant 10minutes. Puis a un refroidissement immédiat sous 1'eau de robinet, dans le

but d*éliminer les formes végétatives et de garder uniquement les formes sporulées.

A partir de ces dilutions 10~ a 10, porter aseptiquement 1ml de chaque dilution en
double dans de tubes stériles, puis ajouter environ 15ml de gélose « VF » en surfusion dans

chaque tube.

Apres solidification du milieu a température ambiante, les tubes sont incubes a 37°C

pendant 16,24h ou au plus tard 48h.(Annexe I)
> Lecture
Apres incubation, on compte les colonies noires de Clostridiums Sulfito-réducteurs.

Les résultats sont exprimes en nombre de spores par ml.
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> principe

La recherche des streptocoques fécaux se fait en milieu liquide par la technique du

nombre le plus probable « NPP ».Cette technique fait appel a deux consécutifs :
= test de présomption

Qui se fait sur milieu de « Rothe S/C», contenant I"azide de sodium comme agent sélectif.
= test de confirmation

Qui se fait sur milieu « Litsky », qui contient 1'azide de sodium et 1'éthyle violet ; ce qui
rend le milieu nettement plus inhibiteur et ne laisse se développer que les streptocoques

fécaux (Marchal et al., 1987).

» Technique

= Test de présomption
Une série de tubes contenant le milieu de Rothe S/C a raison de trois tubes par dilution.

-A partir des dilutions 10-3 a 10-1, on fait ensemencer 1ml dans chaque des 3 tubes

correspondant a une dilution.
-Bien mélanger I'inoculum dans le milieu.
-L" incubation se fait 0 37°C pendant 24 a 48 h.
> Lecture
Les tubes présentant un trouble microbien seront considérés comme positifs.
= test de confirmation :
-Chaque tub de Rothe positif, sera 1'objets d'un repiquage sur milieu « Eva-litsky ».
-Bien mélanger |'inoculum dans le milieu.

-Incuber a 37°C pendant 24h.(Annexe I)
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a presence des streptocoques fecaux se traduit par un trouble microbien et une pastille

violette au fond du tube.

V .4.3.8.Recherche des salmonelles: (NFV 08-052.Mail1997)

» Principe

La recherche des salmonelles est souvent délicate, car elles sont a faible
concentration dans I’échantillon. Pour palier a cet inconvénient, on utilise des milieux
d’enrichissement liquide, qui permettent la multiplication des germes avant leur
isolement et identification. La recherche des salmonella se fait en quatre étapes

successives (Piard et Desmazend, 1991).
» Technique

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, qui
ont pu souffrir au contacte des inhibiteurs du produits en cause exemple pH, aw...,
de facon a faciliter la culture en bouillon d'enrichissement. Cette étape consiste a
préparer la suspension mere qu'est un rapport entre : 25ml et 225ml du produits a

analyser (jus de datte) et le diluant(TSE).

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

n 2eme

étape : Enrichissement primaire Consiste a porter 10ml de milieu de pré-
enrichissement dans un bouillon SFB, reparti a raison de 100ml par flacon qui sera

incube a 37°C pendant 24 h.

Le résultat positif, se traduit par un virage de la couleur du milieu du jaune au rouge.

n 3eme

étape : Enrichissement secondaire et isolement
Le flacon SFB ensemence et incube la veille fera 1'objet :

-d'un second enrichissement qui consiste & ensemencer 0.1ml dans un 10ml du

bouillon « SFB ».
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Tncubation est realisee a 37°C pendant 24 h.

> 4°™ étape : Isolement A partir du milieu d'enrichissement secondaire, un second
isolement est réalise sur « Hektoen» et une lecture de la boite Hektoen incubée la
veille.les boittes sont incubés a 37°C pendant 24 h.

> lecture

Les colonies de salmonella se présentent sur gélose Hektoen, sous forme de colonie

grise bleu ou vert avec un centre noire.

V.4.4. Isolement de Lactobacillus acidophilus

-On met 1g de ferment lyophilisé dans un 5ml de bouillon nutritive (BN). Ensuite on
introduit aseptiquement a I’aide d’une pipette en verre graduée et stérile, 1 ml de la BN
ensemencée, dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml du 1’eau physiologique :
cette dilution est alors au 1/10 ou 10 .ensuite on réalise les dilutions jusqu'a 10”. Puis on
ensemence en profondeur en double couche sur gélose MRS pour I’isolement de

Lactobacillus acidophilus. (Figure V.3).

V.4.5.Suivi la cinétique de la fermentation
1- La préparation de I'inoculum se fait par préculture en utilisant le jus de datte
répartie dans des tubes stériles a raison de 1ml/tube, puis ensemencé a 1’aide de deux
colonies grandes et bien distingue de Lb. acidophilus. Les tubes ensemencés sont
incubés a 37°C pendant 18 h.
2- Onpréleve 1ml de la préculture est on le repique dans les tubes stérile contenant le
jus de datte en raison de 9ml préalablement préparer. Puis on les incube a 37°C.
3- Chaque 100 minutes deux parameétre technologiques sont suivait :
» L’acidification de milieu par la mesure de ’acidit¢ titrable et la variation de pH.
» La croissance bactérienne par D’estimation de la DO a l'aide d’un
spectrophotometre UV (Type JANWAY) a une longueur d’onde 570 nm.
(Figure V.4)
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Figure V.4. [solement et Purification de Lactobacillus acidophilus
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e VI : Résultat et discussion

VI.1. Analyses morphologique de la datte

Les caractéristiques physiques de la datte étudiée sont données dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI.1.Les caractéristiques physiques de la datte Degla-Beida -

Parameétres Valeurs moyennes
Couleur Jaune pale vire au blanc
Consistance Seche
Poids de la datte entiere (g) 6,35
Poids de la pulpe (g) 5,08
Poids de noyau (g) 1,27
Poids de tissu externe de la pulpe (jaune) (g) 3,45
Poids de tissu interne de la pulpe (blanc) (g) 1,63
Longueur de la datte (cm) 3,72
Longueur de noyau (cm) 2,38
Largeur (diametre) de la datte (cm) 1,81
Largeur (diameétre) du noyau (cm) 0,82
Rapport pulpe/datte (%) 80
Rapport noyau/datte (%) 20
Rapport tissu jaune/pulpe (%) 67,91
Rapport tissu blanc/pulpe (%) 32,08
Rapport pulpe/noyau(%) 4
Rapport longueur/largeur (%) 2,05

Comme on le voit, la couleur de la datte Degla-Beida (déterminé visuellement)
varie du jaune pale au blanc présentes parfois des zones brunes sur sa surface. La
consistance d’une variété est déterminante pour ses qualités organoleptiques. Et de ce point
de vue, Degla-Beida est class¢ comme variété séche et commune (Meunier, 1973). La
variété Degla-Beida présente une masse en datte et en pulpe varie entre (6,35 g) et (5,08 g)

respectivement. La longueur et la largeur sont varie entre 3,65 et 1,78 cm respectivement.
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qui peut s’expliquer par les conditions dans lesquelles

sont réalisées les mesures sachant que I’instabilité¢ de la teneur en eau du produit et donc sa

structure et les zones géographiques de récolte.

Selon Meligi et Saurial (1982) ; Mohamed et al. (1983) ; Acourene et al. (2001),
une datte est dite de qualité physique acceptable quand :

e Le poids de la datte enticre est supérieur ou égale 2 6 g ;
e Le poids de la datte entiere (pulpe) est supérieur ou égale a 5 g ;
e La longueur est supérieur ou égale a 3,5 cm ;

e Le diamétre est supérieur ou égale a 1,5 cm.

Selon ces critéres, la datte Degla-Beida présente une qualité physique acceptable.

M tissus
jaune

M tissus
blanc

100% -

80% -

60% -

40% -

-

0% T T f

datte pulpe noyau

Figure VI.1 : Pourcentage de la pulpe, de ses deux tissus constitutifs et du noyau dans la

datte entiére.

La proportion en poids frais moyen des deux tissus dans une datte Degla-Beida est

de 67,91%pour le tissu jaune et 32,08% pour le tissu blanc. Donc le tissu jaune est la partie
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Degla pour la quelle la proportion des deux tissus brun et

blanc sont respectivement 42,16% et 57,84%.

La proportion du noyau constitue une caractéristique variétal: une donnes

d appréciation des qualités commerciales et un critére de sélection pour les prospecteurs

(Gille, 2000).

Le rapport Pulpe/Noyau de la datte étudier est de 3,70%.Ce rapport se trouve dans
I'intervalle des valeurs trouves par Chibane et al. (2007) et Acourene et Tama(1997) qui

sont respectivement de 3,8% et 4,72% pour la méme variété.
VI1.2.Caractéristique physicochimiques et biochimiques de jus de datte (Degla-Beida)

Tout processus de fermentation est li¢ a la qualité du milieu de culture utilisé. Par
conséquent, la détermination de la composition biochimique de jus de datte (Degla-Beida)

est nécessaire. Les résultats trouvés sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau VI.2. Les caractéristiques physicochimiques et biochimiques de jus de Degla-

Beida :

Parametres Valeurs moyennes
Teneur en eau % 85,66
pH 4,97
conductivité électrique ps.cm™ 2,32
densité 1,37
teneur en cendre % 0,9
acidité titrable 1,75
sucres totaux g/l 26,71
sucres réducteurs g/l 11,88
saccharose g/l 13,34
protéine % 2,83

La teneur en eau de jus de Degla-Beida est de 85,66% ; cette valeur est comparable

a celle donnée par Boukhair (2009) avec une teneur de 87,50% pour la méme variété
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5 de Deglet-Nour, Tantboucht et Tinissine.

Le pH est un paramétre déterminant l'aptitude a la conservation des aliments.il
constitue I'un des principaux obstacles que la flore microbienne doit franchir pour assurer

sa prolifération (Giddey, 1982 ; Gatel, 1982 ; Brissonet et al., 1994).

Le jus de Degla-Beida présente un pH de 4,97 ; valeur inferieure a celle donnée par
Boukhair (2009) qui est de 6,12 pour la méme variété. Bouklachi et a/.(2010) donnent une
valeur de 5,5 pour la variété Mech-Degla. Dans les cas de quelque variété algérienne :
rebuts de Deglet-Nour, Tantboucht et Tinissine les valeurs pH sont respectivement de 4,6 ;

4,85 et 5,9 trouves par Acourene et Tama (2001).

La conductivité exprime 1'aptitude de la solution aqueuse a conduire un courant
¢lectrique. Elle est en corrélation positive avec la teneur en sels solubles. La teneur en ces

derniers dans les solutions dilués, est proportionnelle a la conductivité.

La conductivité de jus de datte est de 2,32 ps.cm™ ;cette valeur est comparable a
celle donnée par Amellal (2008) avec des valeurs 2,18us.cm™ (variété Degla-Beida) ;
2,51ps.cm’ (variété Frezza) ; 1,77pss.cm’ (variété Mech-Degla).La conductivité électrique

évolué dans la méme sens que le taux de cendre.

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un
¢chantillon. La valeur trouvée pour le jus de Degla-Beida est de 1’ordre de 0,9 % cette
valeur est supérieure a celle donnée par Boukhair (2009) qui est de 0,403 pour la méme
variété. Acouréne et Tama (2001) donnent des teneurs de 1,19; 1,49 et 1, 34
respectivement pour les variétés suivantes: rebuts de Deglet-Nour, Tantboucht et

Tinissine.

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 teneur en eau et donc

inversement proportionnel au degré de maturité.

L’acidité titrable de la Degla-Beida est de I'ordre de 1,75g/kg en MF ;cette valeur est
comparable a celle trouvée par Chibane(2007) donne une valeur de 2,93g/kg (exprime en
acide citrique). Dans les deux variétés égyptienne Siwi et Ambhat, ['acidité titrable

exprimée en acide citrique est respectivement de 1,8 et 2,2 g/kg (Khalil et al., 2002).
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De nombreux auteurs, dont Munier, (1973) ; Nixonn et al. (1978), Sawa et al. (1983)
s'accordent sur le fait que les sucres des dattes varient en fonction de la variété considérée,
du climat et du stade de maturation. Les résultats rapportés par déférents auteurs

dépendent en partie de la méthode utilisée.

Le jus de datte étudi€¢e dans notre expérience possede une teneur de 26,71% en sucres
totaux du poids frais. Cette teneur est conforme aux résultats donnés par : Acourene et
Tama (2001), sur les trois variétés étudiés ; rebut de Deglet-Nour, Tantboucht, Tinissine,
avec des valeurs de I'ordre de 22,61%, 21,20%, 22,90%, et sont supérieurs a celles
données par Ould el hadj et al. (2006)(Variété H’Chef), avec une teneur de 16,64% du
poids frais.

Généralement, la valeur trouvée montre la richesse de la datte en sucre totaux, ce qui
constitue un substrat favorable a la multiplication des bactéries lactiques.

D'apres le tableau IV.2, la teneur de la datte séche : Degla-Beida en sucres réducteurs
(glucose et fructose), déterminés par la méthode de Fehling, est de 11,88% du pois frais.
Cette teneur est conforme aux résultats donnes par plusieurs travaux : Acourene et Tama
(2001) (Deglet-Nour) ; Ould el hadj et al. (2006), (Variété H’Chef) avec des valeurs de
I'ordre de 9,13%, 13,75%.

Les résultats que nous avons obtenus montrent que la datte séche : «Degla-Beida» est
riche en saccharose. En effet, les résultats obtenus par la formule est de 14,83% du poids
frais. Ce taux, est supérieur a celle données par Acourene et Tama (2001) (variété Deglet-
Nour), Ould el hadj et al. (2006)(Variété H’Chef), Siboukeur et al., (variété Ghars), avec
des valeurs de I'ordre de 12,80%, 2,74%, 1,18 %, les datte molles sont caractérisées par un

taux ¢élevé en sucres réducteurs et les variétés seches par un toux élevé en saccharose.

La quantité de protéine contenue dans la datte «Degla-Beida» est de 2,83% du poids
frais. Cette teneur est supérieure a celle trouvée par Boukhiar(2009) avec valeur de
2,49%(MS), et conforme a celle trouve par Amellal(2008) avec valeur de 2,85% du poids

frais.

La teneur en protéine des dattes faible et ne dépasse pas généralement les 3%(Al Hooti

et al., 1997 ; Khalil et al., 2002 ; Besbes et al., 2009).
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yses microbiologique

résultats Normes*
Germes aérobies mésophiles totaux 60.10' <500 000germes/100 ml
(GAMT)
coliformes 0 <10germes/100ml
levures et moisissures 0 <100germes/g
Staphylococcus aureus 0 <100germes/g
clostridiums sulfito-réducteurs 0 <100germes/g
streptocoques fécaux 0 0/100ml
salmonelles 0 025¢g

*Normes : NI (norme internationale; OMS, 2002)

Les résultats des analyses microbiologiques obtenus, certifient que le jus de datte
ainsi utilisée est de trés bonne qualité microbiologique, en effet ; nous n’avant pas observé
la présence d’aucun germe pathogene recherché Ainsi que les indices de contamination

fécale.

Toutefois, la présence de germes totaux a été enregistrée mais en trés petits

nombres ne dépassent pas les normes.

En ce qui concerne les microorganismes non pathogénes; les levures et les
moisissures sont capables de se développer dans le jus de datte acide. Aussi ; les levures et
les moisissures sont des contaminants proviennent avant tous de I’air ambiant. (Bourgeois

et Larpent, 1996).
VI1.4. Isolement et purification de la souche Lactobacillus acidophilus

Les observations sur milieu MRS de la souche isolées du ferment lyophilisé
montrent qu'il y'a eu croissance .les colonies de lactobacille isolées sont de forme plus
allonges parfois rondes de couleur crémeuse, les cellules observées sous microscope
apparaissent des batonnets minces et longs, regroupes en filaments assez longs et ondules

et parfois en chaines.
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souche Milieu | Aspect des | Aspect de | Mode de Coloration | Test
de colonies cellule regroupement | Gram catalase
culture
Lactobacillus | MRS Plus Batonnet En chaine + -
acidophilus allongées | bien long
parfois et large
rondes

VLS. Résultats de I’acidification et la cinétique de la croissance de la souche

Les résultats obtenus sont mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau VI1.4. Résultats de 1’acidification et la cinétique de la croissance de la souche

Temps pH Vitesse Acidité Acide lactique DO
d’acidification titrable
T 4,77 2,69 0,242 0,220
T, 4,69 0,08 2,72 0,244 0,465
T, 4,57 0,12 2,85 0,256 0,624
T 4,41 0,16 2,96 0,266 0,870
Ts 4,32 0,09 3,02 0,271 0,928
Tas 4,25 0,07 3,45 0,310 1,590

Les cinétiques de croissances, 1'évolution du pH et I'acidité titrable ainsi que la

production d'acide lactique durant la fermentation sur milieu (jus de datte) contenant du

sucres (glucose, fructose) en tant que sources de carbone sont montrés sur le tableau

V1.4 ci-dessus.

% Evolution de pH

La variation du pH au cours de fermentation est illustrée par la courbe de la figure V1.2 :
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Figure V1.2 : Variation du pH du milieu au cours de la fermentation par

Lactobacillus acidophilus

Le pH du jus initial qui est de 4,95 valeur relativement optimum au pH de croissance

des Lactobacilles (6,4 a 4,5) selon Leveau et Bouix (1993).

Tel qu’illustré sur la courbe ci-dessus le pH du jus diminue au cours de la fermentation
pour atteindre une valeur 4,25 aprés 24h. Cette diminution est due a la production d'acide
lactique par la dégradation des glucides du jus de datte par Lactobacillus acidophilus. Akin
(2008) a exploit¢ la diminution de pH comme moyen pour suivre 1évolution de

fermentation.
s Evolution de Pacidité titrable

La wvariation de I’acidité titrable au cours de la fermentation est donnée dans la

figure V1.3 :

(]

= 35

o /

T

) 2,5

2 T T T T T 1
T0 T2 T4 T6 T8 T24
temps (heures)

Figure V1.3 : Evolution de I'acidité titrable du milieu au cours de la fermentation par

Lactobacillus acidophilus
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nce entre 1’évolution de 1’acidité titrable et celle de pH.

¢ titrable) inversement proportionnelle, d’aprés Mathieu

(1998) «évoluent avec la composition : une teneur élevée en substance acide (acide

lactique) s’accompagne d'un pH faible et d'une acidité de titration élevée ».
% Production de I’acide lactique

La quantité de I’acide lactique est estimée a partir de I’acidité titrable. Evaluation

de la production de I’acide lactique permettre d’obtenir la courbe de la figure V1.4

0,32

0,28 /
0.24 _AJ’(

T0 T2 T4 T6 T8 T24

acide lactique g/100ml

o
)

temps (heures)

Figure V1.3 : production d acide lactique au cours de la fermentation par Lactobacillus

acidophilus

La plupart des especes du genre Lactobacillus fermentent rapidement les glucides
(glucose, saccharose, lactose) en acide lactique D(-) ou DL, elles ne fermentent que

lentement ou pas du tout les glucides complexes (Bourgeois et Larpent, 1996).

Le jus issu de Deglet-Beida de par sa richesse en glucides constitue un milieu trés
favorable pour le développement de Lactobacillus acidophilus. Cette derniere est
caractérisée par plus forte production d’acide (DL) lactique parmi les Lactobacillus :

27g/litre par voie homofermentaire, d’apres Leveau et Bouix (1993).

La production d'acide lactique a partir des glucides contenant dans le jus de datte
26,71% sucre totaux et 11,88% sucre réducteurs, ainsi 13,83% saccharose ; accélére
I'acidification du milieu (jus de datte) tellqu'elle 1'acidite titrable passe de 2,70 a Ty

jusqu'a 3,49 a T,4 avec une diminution du pH du milieu au cours de la fermentation.
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a croissance bacterienne est estimé par la mesure de la densité optique (DO) a une

rie

longueur d’onde de 570 nm, qui permettre d obtenir la courbe de la figure VL.5 :

1,6
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1 /
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temps (heures)

Figure V1.4 : Evaluation de la croissance bactérienne par spectrophotométrie au cours de

la fermentation par Lactobacillus acidophilus.

D’apres nos résultats 1'évolution de la culture est proportionnelle a la DO, les résultats
obtenus montrent que la croissance bactérienne est caractérisée par un accroissement de la
masse bactérienne durant la fermentation qui de 0,220 a Ty et a la fin de la fermentation
elle arrive jusqu'a 1,590, & ce moment la on remarque une production de 1'acide lactique
qui est de 0,310 g/100ml, cela est dii a la consommation des sucres contenant dans le

milieu (jus de datte).
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Le palmier dattier et pour les populations de Sahara ce que I’olivier est pour les

méditerranéens : une source de fruit providentiel.

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

aliment de bétail quand elles ne sont tout simplement pas abandonnées.

Les dattes des variétés séches, improprement appelées «dattes communes» sont des
dattes de texture farineuse qui durcissent sur ’arbre. C’est le cas de variété Degla-Beida,

matériel végétal de la présente étude.

L’acide lactique est 'un des produits de conservation biologique qui ne sont pas
bien implantés dans le marché. Par contre la demande de consommateurs pour une
réduction des produits chimiques dans I’alimentation permet d’espérer une place de choix
pour les produits de conservation de nature biologique. Actuellement, 1’acide lactique et

ses sels sont utilisés pour leurs diverses propriétés.

Le présent travail a englobé la caractérisation de jus ¢élaboré a partir des dattes

(Degla-Beida), en vue la production de I’acide lactique par Lactobacillus acidophilus.

Concernant les résultats de la caractérisation de la datte entiére, on peut affirmer
qu’elle est de qualité acceptable avec des proportions de 80% en pulpe et de 20% en

noyau.

L’étude biochimique de jus extrait a partir de datte (Degla-Beida) montre que ce
dernier est riche en sucres (26,71 % de sucres totaux, soit 11,88% sucres réducteurs de
MF). Par contre elle est pauvre en protéines (soit 2,83%). On note que le jus de Degla-

Beida présent un pH de 4,95.

D’apres les résultats de cette présente étude, il est possible de produire ’acide
lactique par Lactobacillus acidophilus a partir de jus de datte (Degla-Beida), le taux
d’acide lactique atteint 0,310 g /100ml apres 24 heures de fermentation.

En perspectives il serait intéressant d’étudier les points suivants :

-Valorisation de d’autres variétés de dattes séches locales pour une application

technologiques ;
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attes par les minéraux ;

-Réalisation d’une étude économique.
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Figure 1 : Préparation et des dilutions décimales


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.
Thank you for using

t CO m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade

Unlimited Pages and E

- Incuber a 30°C, 24 -48 et 72 h

des dilutions décimales

- Ajouter environ 20 ml de gélose PCA préalablement fondue et
ramenée a 45°C £+ 1.

- Faire par la suite des mouvements circulaires en formes de « 8
» pour permettre a I’inoculum de se mélanger a la gélose
utilisée.

- Laisser solidifier sur paillasse

\/ - Ajouter une double couche (5 ml)

- Dénombrer les colonies lenticulaires en masse.

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

30°C
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-Ajouter environ 15 ml de gélose au VRBL. Laisser solidifier sur paillasse.
-Incuber selon accord a 30, 35 ou 37°C pendant 24h £2h.

-Dénombrer les colonies fluorescentes ayant poussé en masse.

Figure 3 : Recherche des coliformes par comptage des colonies
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5 dilutions décimales

1ml 1ml 1ml

Incuber les boites a 22°C pendant 5 jours (avec lecture tous les jours).

Figure 4 : Recherche et dénombrement des levures et moisissures
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15ml GC 15ml GC 15ml GC

4>

e
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Incuber a 37°C pendant 24 a 48 h.

i}

Réaction + Réaction —

e

Isolement sur Chapman

37°C, 2424 48 h Catalase, coagulase ...

Figure 5 : Recherche des Staphylococcus aureus
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10" 10° 10°

Chauffage a 80°C pendant 10min, puis refroidissement sous 1’eau de robinet.

/N /N /\@
@ — @/

Ajouter 15 ml de gélose V F par tube. Laisser solidifier sur paillasse, puis incuber a 37°C, 48h.

:

(6% O

—

Dénombrer les colonies noires ayant poussé en profondeur.

Figure 6 : Recherche des spores de Clostridiums Sulfito-réducteurs.
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—
Test de présomption (Rothe S/C), 37°C pendant 24h a 48h.

Q O 2WaNa 29a

] N M /N
kY Y L~ —~
I O O O O
~ O U Y O U

+ - + + - + -
—

Test de confirmation (sur milieu «Eva-Litsky», 37°C pendant 24h.

LR

Figure 7 : Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux
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_l’_
225ml de diluant (TSE)

\3 mélange bien le flacon et on I'incube a 37°C pendant 18 a24 h.

er z Y .
1% étape : pré-enrichissement
10ml de milieu de

Pré-enrichissement

100ml de .'
bouillon SFB >
. Incube a 37°C pendant 24 h.

—
2" étape : Enrichissement primaire

|

0.Iml dans un 10ml
du bouillon SFB
Isolement sur gélose Hektoen
N— I J

Incubation est réalisée a 37°C pendant 24 h
—

3éme

étape : Enrichissement secondaire et isolement

Second isolement sur gélose Hektoen

Incubés a 37°C pendant 24 h.

—

——

4™ étape : Isolement

Figure 8 : Recherche de Salmonelle
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-Prendre une lame propre.

-Faire un prélévement de la culture a examiner, puis I’étaler en couche mince a ’aide
d’une goutte d’eau distillée.

-Sécher rapidement la préparation en la passant au dessus de la flamme d’une flamme d’un
bec bunsen, puis laisser refroidir la lame.

v" Coloration Gram

-Cette coloration des cellules bactérienne permet a la fois de connaitre la morphologie des
bactéries et de les classer en deux groupes Gram+ et Gram- .

-Apres avoir fixé le film bactérien, provenant d’une culture de mois de 24h, sur une lame
de microscope, recouvrir le film avec la solution de violet de gentiane, laisser agir Imin.
Rincer doucement la lame inclinée avec de 1’eau pendant quelques secondes.

-Recouvrir la lame avec la solution de lugol, laisser agir 1min. Rincer doucement la lame
inclinée avec de I’eau pendant quelques secondes.

-Décoloré¢ jusqu’a disparation de la couleur violet dans I’alcool en faisant couler goutte a
goutte sur la lame inclinée ou en émergeant la lame pendant 30 secondes & 1min dans le
décolorant.

-Rincer doucement la lame inclinée avec de I’eau pour éliminer 1’alcool.

-Recouvrir la lame avec la solution de fuchsine pendant 10 secondes a 20 secondes. Rincer
doucement la lame inclinée avec de 1’eau.

-Sécher la lame.

-Couvrir la lame avec la lamelle, et observer au microscope photonique au grossissement
x40, puis x100.

v Résultat :

-Les bactéries Gram+ sont colorées en violet et celles Gram- en rose.
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% Milieu PCA (Plate Count Agar)

Tryptone 50¢g
extrait de levure 25¢g
glucose 4,0 g
agar 90¢g
pH=7

% Milieu OGA (Oxytétracycline glucosé agar)

Peptone de caséine 17,0 g/l
Peptone de farine de soja 3,0 g/l
glucose 2,5 g/l
Chlorure de sodium 5,0 g/l
Phosphate dipotassique 2,5 g/l
Eau 1000 ml
pH:7,3+0,2
% Milieu VF (Viande-Foie)
base viande foie 30,0 g
glucose 20¢g
agar 6,0 g
pH=74
% Milieu MRS
peptone 10,0 g

extrait de viande

80¢g
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Acétate de sodium trihydraté
Citrate d'ammonium

Tween 80

hydrogénophosphate de potassium
sulfate de magnésium heptahydraté
sulfate de manganése tétrahydraté
Agar

pH=16,2

% Milieu VRBL
peptone
extrait de levure
lactose
chlorure de sodium
mélange sel biliaire
cristal violet
rouge neutre
agar-agar
eau distillé
pH 7,4

% Milieu GC : (Giolitti Cantonii)
Peptone de caséine
Extrait de levure

Extrait de viande

0,05¢g

10,0 g

1 000 ml

10g
5g
5g


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose

Your complimentary
use period has ended.

Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

£ C

Click Here to upgrad 5
Unlimited Pages
20g
Chlorure de sodium S5¢g
Glycine 1,2g
Pyruvate de sodium 3g

Préparation :

Dissoudre les ingrédients dans 1000ml d’eau distillé, autoclave 20minutes a 120°C,
pH=6,9+0,1.

% Milieu Chapman : (gélose mannitol)

Peptone 10g
Extrait de viande g
Chlorure de sodium S5¢g
Mannitol 10g
Rouge de phénol 25¢g
Agar-agar 15¢
Préparation :

Dissoudre les ingrédients dans 1000ml d’eau distillé, autoclave 15minutes a 121°C,
pH=74.

% Milieu SFB :(Bouillon au Sélénite de Sodium)

Peptone S5g
Lactose 4g
Phosphate disodique 10g
Sélénite acide de sodium 4g
Cystéine 100ml
Préparation :

Dissoudre les ingrédients dans 1000ml d’eau distillé, autoclave 15minutes a 121°C,
pH=7,0.

% Milieu Hektoen : (gélose Hektoen)
Protéose-peptone 12¢g
Extrait de levure 3g

Chlorure de sodium S5¢g
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Citrates de fer ammoniacal 1,5g
Salicine 2¢g
Lactose 12g
Saccharose 12g
Fushine acide 0,1g
Bleu de bromothymol 65mg
Agar-agar 13¢g
Eau distillée 1000ml

Préparation :

Dissoudre en chauffant légérement, stériliser par 5 minutes d’ébullition, ne pas autoclave,

pH=7,4+0,2.

% Milieu de Rothe :(Bouillon glucosé a I’azide de sodium)

Tryptose 20g
Glucose Sg
Chlorure de sodium S5¢g
Phosphate monopotassique 2,7g
Azide de sodium 0,2g
Eau distillée 1000ml

Préparation :

Dissoudre par chauffage, réparti en tube de 16x 160 mm a raison de 10ml par tube.
Boucher, stériliser a I’autoclave a 121°C+1 pendant 20 minutes.

% Mlieu EVA-Litsky :(bouillon glucosé a I’éthyle violet et azide de sodium)

Tryptose 20g
Glucose Sg
Chlorure de sodium S5¢g
Phosphate monopotassique 2,7g
Phosphate bipotassique 2,7g

Azide de sodium

0,3g
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pH

% TSE (tryptone-sel-eau)

Tryptone

Chlorure de sodium

Dissoudre les ingrédients dans 1000ml d’eau distillé, autoclaver 15mn a 121°C. pH=7,5.

% Violet de gentiane

Violet de gentiane

Ethanol a 90%

Phénol

Eau distillée

% Lugol

Iode

Iodure de potassium

Eau distillée
% Fuschine
Fuschine basique
Alcool éthylique
Phénol

Eau distillée

0,0005g
1000ml
6,8-7

lg
8,5¢g

lg
2g
300ml

lg
10ml
S5g
100ml
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