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Introduction
Le palmier dattier Pheenix dactylifera L., est parmi les plus anciens arbres cultivés
dans les régions sahariennes, ou il représente une importance socio-économique qui

provient de ses différentes applications (Al-Shahib et Marshall, 2003).

L’ Algérie est parmi les grands producteurs mondiaux( production mondiale de 5millions
tonnes)des dattes, avec une production annuelle de 710 000 tonnes, dont environ 28 % sont
représentés par des variétés a faible valeurs marchandes généralement destinée ; a la
consommation locale, I’alimentation animale, les industries de conditionnement et de
confiserie, extraction du sirop de datte, et surtout une grande partie est jettée dans

I’environnement ( Benrima et al., 2019).

La valorisation ainsi que la bonne gestion, sont un moyen qui permettra non
seulement d’éviter la pollution de I’environnement, mais également de diminuer les pertes
¢conomiques colossales imposées a cette filiale de I’agriculture saharienne, et pourrait
constituer un programme d’avenir pour le développement de cette région, grace aux
procédes biotechnologiques, ainsi, il serait possible de développer une nouvelle génération
de produits dont I’impact socio-économique est considérable (Kacem-Chaouche et al.,
2013), et permet également de créer de nombreuses PME/PMI spécialisées, génératrices de
revenus supplémentaires tant pour les agriculteurs que pour les industriels (Kaidi et Touzi,
2001).

Devant ce constat et afin de mieux valoriser les dattes de faible valeur marchande
ainsi que les sous-produits de la pheeniciculture, il est utile de se pencher sur leur
transformation par I’acquisition de nouvelles biotechnologies, notamment les
procedés fermentaires, qui sont le précurseur de la valorisation pour I’élaboration de
nouveaux produits entre autres 1’acide acétique ou le vinaigre, en se basant sur I’utilisation
des microorganismes tels que Acetobacter, Gluconoacetobacter, Gluconobacter et

Komagataeibacter (Boulal et al., 2010 ; Guessan et al., 2020).

La synthése microbienne de I’acide acétique s’effectue par deux étapes. La

premiére est une fermentation alcoolique, consiste a transformer les sucres fermentescibles
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en anaérobiose par des levures, dont la plus utilisée est Saccharomyces cerevisiae nommée
la levure de biére (Kaidi et Touzi, 2001). La seconde étape, est une fermentation acétique,
transforme par oxydation, en présence des BAA, I’éthanol métabolisé pour donner de
I’acide acétique (Guessan et al., 2020). Cette synthese microbienne est influencée par
plusieurs facteurs entre autres ; les conditions physico-chimiques des cultures, la nature et

la composition du substrat et également les exigences nutritionnelles des souches utilisées.

Dans ce contexte, et afin de réaliser 1’objectif tracé ; a savoir la valorisation d’une
variété de dattes a faible valeur marchande, nommée Mech-Degla, par I'utilisation de
procédé fermentaire, la présente étude est divisée en trois parties. La premiere partie est
réservée a la collecte des échantillons de Mech-Degla, ainsi qu’a la préparation et a I’étude
physico-chimique de la poudre élaborée. La seconde partie, est consacrée a la préparation
et a I’é¢tude microbiologique des souches microbiennes utilisées : Saccharomyces
cerivisiae et Acétobacter sp.

La troisieme partie, est réservée a la mise en place des essais préliminaires pour la
conception des plans d'expériences en utilisant la méthode de surfaces de réponses, afin

d’optimiser les parametres influencant la production d’alcool et d’acide acétique.

Le document est fractionné en deux parties, dont la premiére est une étude
bibliographique dans laquelle des généralités sur le palmier dattier, la composition de la
datte, ainsi que la production d’alcool et de I’acide acétique sont traités. La deuxie¢me
partie, réservée a 1’étude expérimentale, est scindée en matériel et méthodes ou les
différentes procédures expérimentales sont décrites, et en résultats et discussion. Le

manuscrit est finalisé par une conclusion générale et des perspectives.
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I. Le palmier dattier et la datte

Depuis des millénaires, les populations des régions arides et sahariennes du Nord
africain et du Moyen-Orient cultivent le Palmier dattier Phoenix dactylifera L. (Zohary et
Hopf, 2000). Cet arbres fruitiers, est I'espéce type du genre Phoenix de la famille des
Arecaceae (Palmaceae) (Krueger, 2021). 1l a été considéré comme la principale source de
revenus et l'aliment de base des habitants locales de nombreux pays, ou il joue un réle
important dans leurs environnements, et surtout leurs économies(Chao et Krueger, 2007;
Munier, 1981).

Plusieurs nouvelles zones de culture et de production de dattes sont apparues ; en
Afrique du sud, en Australie, en Inde, Pakistan, au Mexique, en Amérique du Sud et aux
Etats-Unis (Chao et Krueger, 2007).

En Algerie, il est réparti dans des oasis distribuées dans le sud du pays, ou sa
culture s'étend de la frontiere marocaine a I'ouest jusqu’a les fronticre libyenne a I’est, et
du Saharan Atlas Nortel au nord a Reggane (sud-ouest), Tamanrasset (Centre) et Djanet
(sud-est) (Al-Khayri et al., 2015). Les principales zones du palmier dattier sont : la
Saoura, le Touat, le Gourara, le Tidikelt, el -Ménia , el-Mzab, Zibans (Biskra), Oued Righ,
Oued-Souf (EIl Oued), Ouargla (cultivar Deglet Noor), el Ksour, Ouled Nail, et Aures (une
chaine d'oasis) (Bouguedoura et al., 2015).

Le fruit du palmier dattier, appelé la datte, est une Baie ovale a chair épaisse
recouverte d’une fine pellicule. Il ne contient qu'un seul grain (le noyau), trés dur, de taille
variante. La datte, pése entre 10 et 20 grammes, posséde une forme, une consistance, un
godt et une couleur qui varient considérablement selon le cultivar, ainsi que la zone et le
stade de maturité (Benchelah et Maka, 2008). Généralement, la taille de ce fruit varie de 2
a 8 cm, avec des couleurs allant du blanc jaunatre au rouge ou noir, ambre plus ou moins
foncé. (Djerbi, 1994 ; Episard, 2002).

I.1.Composition et valeur nutritionnelle de la datte

La datte présente une composition nutritive diversifiée (Tableau I). C’est une
bonne source de glucides, principalement les sucres réducteurs (glucose, fructose) et de
sucres non-réducteurs (saccharose). Ce fruit présente une faible teneur en lipides et en
protéines (2,5%), et une concentration élevée en fibres alimentaires (7 a 8 %), vitamines et

minéraux (Tableaux I et I1).
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Tableau I: Composition biochimique de la datte.(Estienne, 2002)

Composition Deglet Nour Ghars Mech-degla
Humidité 20-25% 30,5% 11,0%
Glucides 2% - 69%
Pectines - 0,3% 0,5%

Tanins - 0,2% 0,5%
Fibres 3,5-7,3% 15,1% 15,0%
Protéines 1,5-2,0% 1,8% 1,5%
Lipides 0,2-0,6% 0,2% 0,2-0,4%
Minéraux 1,2-1,9% 1,7% 1,9%
Ph 5,5 51 4,8

La datte est tres riche en vitamines et mineraux ,les teneurs sont répresentés
dans le tableau suivant :

Tableau I1: Composition moyenne de la datte en vitamines et en minéraux.

(Al-Shahib et Marshall, 2003).

Teneurs (mg/100g de datte)
Vitamines Minéraux
Calcium : 207
VitamineC:2,4a175 Phosphore : 63
Vit B1 (thiamine) : 0,08 a 0,13 Fluor : 0,2
Vit B2 (riboflavine):0,13 a 0,17 Fer:0,3210,4
Vitamine A : 0,001 Magnésium : 47 a 82
Acide folique : 0,004 a 0,007 Manganése:0,3 4 5,9
Acide nicotinique (niacine): 0,002 Sodium : 287
Potassium : 916
Zinc: 1,8
Sélénium: 0,3
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I.2.Valorisation des dattes

Environ, un tiers de la production de secteur dattier est constituée de dattes de
faible valeur marchande, qui sont vendues a des prix trés bas ou orientées vers
I'alimentation animale et par conséquent, elle ne contribue que faiblement au revenu des
agriculteurs. Ainsi, il a été procédé a la mise au point de technologies simples pour la
transformation de ces dattes : en confiture, en farine, en sirop et en gelée et la production
d'alcool a partir des sous-produits issus de la fabrication du sirop.

1.2.1. Valorisation sous forme de confiture

Cette valorisation est réalisée, sur les lieux de production de ces dattes, par la
création d'unités de transformation (coopératives).

La confiture est obtenue par cuisson de la purée des dattes avec le sucre. La purée
étant préparée préalablement suite a un trempage des dattes dans I’eau et une séparation
des noyaux dans un broyeur separateur. Le but a atteindre dans toute formule de
fabrication est d’obtenir une teneur en sucre de 50 a 52 % (sucre ajouté et sucre apporté par
le fruit) dans la confiture ce qui correspond a un extrait sec soluble (Brix°) de 60 a
62%.Avec cette concentration, la conservation normale du produit est garantie, et une
certaine rigidité est assurée par la prise en gelée de la confiture au cours du
refroidissement, et surtout le respect des normes exigées pour la confiture (Harrak et
Chetto, 2001).

A la fin de la cuisson, une solution de pectine est ajoutée, pour obtenir une
meilleure gélification. La quantité a ajouter dépend du degré de la pectine : pour une
pectine sous forme de poudre, cette quantité est d’environ 0,20 kg par 100 kg de confiture
dosant 62 % de sucre.

Etant donné que I’acidité des dattes est insuffisante, il est nécessaire d’ajouter
I’acide tartrique ou I’acide citrique dans le but d’obtenir un pH d’environ 3 qui est
nécessaire a la gélification et a I’inversion du saccharose (de 40 a 50 %) de fagon a éviter
la cristallisation. L’acide organique et la pectine sont ajoutés également sous forme de
solution a la fin de ’opération de cuisson. L’acide est ajouté dans les proportions de 1 a 2
grammes par kilogramme de confiture.

Apreés la cuisson, la confiture ainsi préparée est mise dans des bocaux, qui doivent
étre remplis rapidement et a chaud pour assurer la conservation du produit et la stérilisation
des bocaux (Harrak et Chetto, 2001).
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Ainsi, la transformation des dattes de faible qualité peut constituer une source
importante d'amélioration des revenus des agriculteurs. Par cette transformation, en tenant
compte des différents intrants (matiere premiére, gélifiant, acidifiant, emballage, énergie,
etc...), le prix de vente d'un kilogramme de datte se trouve tripler (Estanove, 1990).

Les essais menés, sur I’aptitude des dattes a cette transformation, ont montré que :

> Ce sont les dattes molles et demi-molles qui conviennent a cette transformation ;
> De point de vue qualité organoleptique, un mélange de variétés de dattes donne les
meilleurs produits (confitures) ;

> Les variétés fibreuses sont moins rentables pour ce type de transformation.

1.2.2. Valorisation sous forme de farine

Pour la farine des dattes, ce sont les variétés dures qui peuvent étre orientées vers
cette transformation. Ainsi, ces dattes, aprés dénoyautage, sont séchées jusqu'a une
humidité bien définie. Aprés broyage, le produit de la mouture est bluté et sassé pour
séparer la farine et la semoule. Ces deux produits peuvent étre utilisés dans la préparation
des farines lactées, des soupes et les yaourts (Ait Ameur, 2001).

En effet, L'addition des poudres de dattes dans le yaourt en tant que substituant du
sucre cristallisé, a permis d'obtenir des yaourts enrichis en minéraux, en protéines, en
matiére grasse et en solides totaux (Chibane, 2008).

Ces farines sont également utilisées pour la préparation de pate de datte utilisée en
biscuiterie et en patisserie pour le fourrage des gateaux, pour la confection des glaces,
sorbets, crémes, etc.

Cette pate peut étre consommée pure ou mélangée avec divers produits pour
constituer des friandises: fruits confits, écorces d’agrumes, cacao, amandes, noix.
Aromatisée a la vanille, la cannelle, au gingembre ou des aliments de grande valeur
énergétique en meélange avec des tourteaux de sésame, d’arachides, des levures
alimentaires, de la poudre de lait, avec adjonction de calcium assimilable et de vitamines
(Munier, 1973).

Donc, la pate de datte est convenable comme matiere de remplissage et remplace aussi

bien le sucre dans de nombreuses formulations alimentaires (Alhamdan et Hassan, 1999).

1.2.3.Valorisation sous forme de sirop
Concernant le sirop, les variétés molles sont préférées pour ce type de
transformation. Apres nettoyage et dénoyautage, les dattes sont placées dans un volume

bien déterminé d'eau chauffée. Les pulpes juteuses sont ensuite soumises a une pression, et

6
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le sirop obtenu & une concentration en sucre de 30 a 35° Brix, dont sa viscosité est
identique a celle des miels d'abeilles. Ce sirop est trés demandé par les industries agro
alimentaire et pharmaceutique (Episard, 2002).

Le sirop de dattes constitue une matieére premiére de choix pour I’industrie laitiére
comme produit sucrant et aromatisant naturel des dérivés du lait (laits fermentés, yaourts,
etc.), a la préparation des boissons énergétiques. 1l est utilisé également dans secteur de la
biscuiterie, de la viennoiserie, etc. Ce produit est aussi destiné a des utilisations directes
dans I’alimentation quotidienne comme produit sucrant des jus, thé, etc...(Harrak et
Chetto, 2001).

1.2.4. Valorisation sous forme de vinaigre

La technique d’élaboration du vinaigre traditionnel est basée sur une double
fermentation combinée en anaérobie et en aérobie (Ould El Hadj et al., 2001). Il est
produit a partir le jus et/ou la pate de dattes par une double fermentation alcoolique puis
acetigue par Saccharomyces uvarum ou Saccharomyces cerevisiae, suivi d’une

acetification par Acétobacter aceti, selon la réaction suivante :

Fermentation Fermentation

i alcooligue_y, Alcool éthylique __acétique o Acide acetique
w (Saccharomyces sp.)

(Acétobacter sp.)

La double fermentation spontanée des dattes trompées dans I’eau permet la
production d’un vinaigre traditionnel trés apprécié au sud Algérien (Boukhiar, 2009).
Cette bioconversion utilise des levures et des bactéries acétiques présentes naturellement
dans la datte. Celles-ci entrainent une production d’éthanol qui est transformé en acide
acétique. C’est un procédé ou les deux réactions biotechnologiques se déroulent au méme
moment, bien que les exigences des organismes unicellulaires mis enjeu différent en

matiére d’oxygéne (Ould el hadj et al., 2001).

1.2.5.Autres formes de valorisation
D'aprés plusieurs travaux de recherches, les déchets agricoles lignocellulosiques

(substances organiques et inorganiques) sont considérés comme une bonne source de

7



Partie bibliographique

production du charbon actif. Ces déchets contiennent des valeurs élevées en charbon
(Banat et al., 2003; Haimour et Emeish, 2006).

Actuellement la poudre des noyaux de dattes est utilisée pour I’environnement
comme agent de détoxification et de dépollution des eaux polluées par des substances
toxiques (Alhamed et Bamufleh, 2009). Le charbon actif des noyaux de dattes, possede
une capacité d'absorption élevée du chrome (Cr) (EI Nemr et al., 2008).

Il. Le Vinaigre

Le mot vinaigre vient du frangais qui signifie vin aigre.. La composition et les
propriétés du vinaigre dépendent etroitement de la matiére premiére et de la méthode de
fermentation utilisée (Johnston et Gaas, 2006). L’acide acétique est le composé
caractéristique du vinaigre, responsable de ses propriétés organoleptiques (saveur acidulée
et de l'odeur piquante et mordante). Les autres composes qui peuvent étre des critere de
différenciation tel que les vitamines, des sels minéraux, des acides aminés, des composes
phénoliques (I'acide gallique, la catéchine, I'acide caféique, I'acide férulique), des acides
organiques non volatils (I’acide tartrique, I’acide citrique, I’acide malique et 1’acide
lactique) et les meélanoidines qui parcourt la coloration brune (Morales et al., 2002;
Natera et al., 2003). C’est un produit issu d’une double fermentation des hydrates de

carbone, a savoir la fermentation alcoolique et la fermentation acétique.

I1.1.La fermentation alcoolique

Ce processus biologique convertis les sucres, par l’intervention des micro-
organismes, pour produire de I'éthanol et du CO2. C’est la conversion biologique du jus de
fruit ou de toute solution sucrée en vin par des phénomeénes physiques, biochimiques et
biologiques complexes (Canilha et al., 2012).

Durant cette fermentation alcoolique les micro-organismes, principalement les
levures, produisent des enzymes catalyseurs de réaction d’hydrolyse des sucres (glucose et
fructose) en éthanol et en dioxyde de carbone (Lin et Tanaka, 2006 ; Nancy, 2008), dont
environ 30 a 35% des glucides (source de carbone) sont convertis pour produire de la
biomasse cellulaire et 50% sont convertis en éthanol. Le reste du sucre est utilisé pour
produire de I'énergie et maintenir les cellules (Shafaghat et al., 2010).

Les levures utilisent I'hexose comme substrat afin de produire 1’éthanol avec un
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rendement qui peut atteindre 90 a 93%. La fermentation du glucose ou du mannose par la
voie métabolique qui est la glycolyse (ou voie Embden-Meyerhof-Parnas), dont une mole
de glucose ou de mannose permet d'obtenir deux moles de pyruvate et deux moles de 5'-
adénosine triphosphate (ATP). Ce pyruvate est ensuite réduit en éthanol et glycérol

Le métabolisme utilisant le galactose est différent car il doit d'abord étre converti en 6-
phosphate glucose par une autre voie métabolique (voie Leloir), Par conséquent, le
galactose n'est utilisé par la levure qu'en absence de glucose ou de mannose (Boucher,
2016).

La quantité d’éthanol produite variée d’une espece a un autre, chaque levure exige
des conditions spécifiques et présentes des caractéristiques différentes Cependant,
Saccharomyces cerevisiae est la levure la plus utilisé grace a son rendement élevé et sa
résistance aux conditions de production et surtout grace a sa résistance elevée aux
déférents inhibiteurs et aux conditions défavorables ( Hector et al., 2012 ; Bahry, 2020).
De plus elle n’est pas pathogéne (Lin et Tanaka, 2006).

Pour les exigences nutritionelles de saccharomyces cerevisiae, elle métabolise, le
saccharose et le maltose en anaérobiose en sucres simple tel que le glucose et le fructose
qui seront directement inclus dans le cycle de la glycolyse et qui seront transformer en
éthanol (S. Acourene et al., 2008).

Presque la majorité des besoins de saccharomyces cerevisiae sont assimilés sous forme de
sels d’ammonium (phosphate, sulfate, chlorure et nitrate) dont les ions ammonium sont
facilement assimilable par rapport a d’autres sources comme les acides aminés, les
peptides, les bases simples (Choline, bétaine) (Rennes et al., 2015).

A des quantités suffisantes ces sels minéraux favorisent la croissance de
saccharomyces cerevisiae: Le phosphore, potassium calcium, magnésium, cuivre et le
manganeése.et la carence a ces éléments agit négativement sur la fermentation (S.
Acourene et al., 2008).

La levure Saccharomyces cerevisiae utilise les vitamines tel que les acides
nicotinique et pantothénique, la biotine, la pyridoxine, le myo-inositol .elles sont

nécessaires pour améliorer la résistance a I’éthanol (Rennes et al., 2015).

I11.2. La fermentation acétique
La fermentation acétique est un type de fermentation dont I'éthanol issu de la
fermentation alcoolique est oxydé en acide acétique, par des bactéries de a famille des

Acetobacteraceae, tel que Acetobacter acéti (Tesfaye et al., 2002). Ce processus est
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aérobie, dont l'oxydation nécessitant de l'oxygéne de l'air pour avoir lieu d’ou
généralement appelés fermentation oxydative (Pochat-Bohatier et al., 2000 ; Mas et al.,
2014).

A partir de 1865, sur la base des recherches de Pasteur, la production industrielle de
vinaigre a connu un grand essor. La bactérie du vinaigre se développe dans le vin non
bouché. Les petites mouches qui sont fortement attirées par le vin placé a l'air libre et qu'on
appelle mouches du vinaigre (drosophiles) véhiculent les bactéries Acetobacter sp., qui
utilisent pour leur croissance I'énergie libérée par I'oxydation et forment alors une couche a

la surface appelée la mére du vinaigre (Gullo et Giudici, 2008).

La production d’acide acétique est réalisée suite a deux réactions d'oxydation
séquentielles de l'alcool par I’alcool déshydrogénase (ADH) et I’aldéhyde déshydrogénase
(ALDH), qui se trouvent a la surface externe de la membrane cytoplasmique. L’ADH
composé de deux ou trois sous-unités, qui comprennent la déshydrogénase et le
cytochrome C, essentiels a I'activité de I'enzyme (Gao, 2020).

Les deux plus grandes sous-unités jouent un réle dans le transport intramoléculaire
des électrons pendant I'oxydation de I'éthanol. La plus petite aide les deux sous-unités
fonctionnelles dans leur association avec la membrane. Cet ADH membranaire contient de
la pyroloquinoléine comme cofacteur et est indépendant du NAD(P)*, bien qu'un alcool
déshydrogénase dépendante de la NAD(P)* a également été identifié.

Ce dernier a cependant une activité spécifique beaucoup plus faible que I'ADH
membranaire et a un pH optimal plus élevé de 6 a 8, ce qui limite sa contribution au
processus d'oxydation d’éthanol.

La stabilit¢ de D’activité de I’ADH chez acétobacter sp dans les conditions
acétiques explique son rendement élevé par rapport a I’espéce gluconobacter spp

L’aldéhyde déshydrogénase (ALDH). Est indépendante du NAD(P)*, et son pH
optimal se situe entre 4 et 5. Elle est, en outre, également capable de catalyser I'oxydation
de I’acétaldéhyde en acétate a des valeurs de pH inférieures

Aprés épuisement d’éthanol présent dans le milieu, Les souches d'Acétobacter
peuvent ensuite oxyder l'acide acétique en CO: et en eau par le cycle de l'acide
tricarboxylique, L’absence des enzymes, l'a-cétoglutarate déshydrogénase et la succinate
déshydrogénase fait des Gluconobacter incapables de faire ce cycle (Raspor et
Goranovic, 2008).
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La croissance des bactéries acétiques exige un pH bas entre 3 et 4 et des
concentrations élevées d'éthanol (10 % - 15 %). Elles peuvent croitre en utilisant
I'ammoniac inorganique comme seule source d'azote et n'ont pas de besoins connus en
acides aminés essentiels. Cependant, parmi les acides aminés, l'acide glutamique, la
glutamine, la proline et l'histidine ont un effet stimulant, tandis que d'autres sont des
inhibiteurs, comme la valine pour Gluconobacter oxydans et la thréonine I'homoserine
pour Acétobacter aceti (Gullo et Giudici, 2008).

Les besoins nutritionnels des Acétobacter dépendent de la source de carbone
(Monard et al., 1967) . La plupart des souches sont auxotrophes pour quelques vitamines
notamment 1’acide parabenzoique, la niacine, la thiamine et I’acide pantothénique. Elles
peuvent utilise I’ammonium comme source d’azote. Ces bactéries ont la capacité pour se
développer sur des milieux qui contient de sources de carbone, le glucose , lI'arabinose, le
mannitol, le sorbitol, et le glycérol pour faire la fermentation acétique de vinaigre d’alcool,
certains bactéries comme Acetobacter gluconicum et Acetobacter rancens et certaines de
Acetobacter suboxydant et Acetobacter melanogenum nécessite évidemment de nouveaux
facteurs qui n’ont pas ¢t¢ déterminé et qu'ils se produisent dans 1’autolysat de levure

(Brown et Rainbow, 1956).
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I. Matériel et méthodes

I.1. Matériels végétal

L’essai d’optimisation de la production d’acide acétique par voie fermentaire
(fermentation alcoolique et acétique) est effectué utilisant une variété de dattes, provenant
des palmeraies de la région sud-est de I’ Algérie(Oued souf). C’est la variété Mech-Degla,
caractérisée par sa forme plus ou moins allongée, sa couleur jaune orangée et sa texture
séche voir dure.

Le choix de cette variété se justifie par sa disponibilité, son abondance et sa faible
valeur marchande. L’échantillon représentatif est récupéré chez les marchands de datte de
la wilaya de Béjaia, au niveau de marché hebdomadaire.

Les fruits ont été nettoyés, coupés a l’aide de ciseaux en petits morceaux qui
seront séchés a I’étuve a 40 °C jusqu’a stabilité totale du poids. Les dattes sont ensuite
broyées a 1’aide d’un broyeur électrique (IKA-WORKS, TYPE All.basic) afin d’obtenir
une poudre fine.

Cette derniere est tamisée a I’aide d’un tamis manuel, et la poudre ainsi
obtenue (® <250 um) est conservée a basse température (5 °C), a I’abri de la lumiére et de

I’humidité dans un récipient hermeétique et opaque.

1.2. Matériels biologique

1.2.1 Souche de fermentation alcoolique

La levure Saccharomyces cerevisiae est selectionnée pour la réalisation de la
fermentation alcoolique. La souche utilisée est récupérée de la brasserie Albrau d’el Kseur
(Bejaia) sous forme lyophilisé.

Une pré-culture est préparée avant d’ensemencer le milieu fermentaire, et ceci en
solubilisant 1g de cette souche lyophilise dans 50 ml de bouillon nutritif, sous des
conditions stériles, et I’ensemble est incubé a 30°C.

Aprés un temps de 18 heures d’incubation, un examen microscopique suivi d’un

dénombrement sur cellule Malassez sont effectués.

» Identification microscopique
L’examen microscopique permet de définir la forme et la taille et ’arrangement de

la levure utilisée.
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A T’aide d’une pipette Pasteur stérile, un inoculum est prélevé, a partir du bouillon
de pré-culture préparé, et ensuite déposé sur une lame, sur laquelle une quantité de bleu
de méthyléne est ajouté. Une lamelle est alors déposée soigneusement, et 1’observation

microscopique est réalisée.

» Détermination de la masse cellulaire
Le dénombrement est effectué a 1’aide d’une cellule de Malassez, qui permet grace
au volume calibré de la grille de déterminer le nombre de cellules sous microscope
(Denimal, 2018).
Une goutte de I’inoculum est étalée sur ’hématimétre, une goutte de bleu de
méthyléne est ajoutée. Une fois la lamelle est déposée, un comptage par microscope
optique est réalise.

1.2.2. Souche de fermentation acétique

Le micro-organisme sélectionné pour effectuer la fermentation acétique, est une
bactérie productrice d’acide acétique appartenant a ’espéce Acétobacter sp ; procurée du
laboratoire de microbiologie appliquée (LMA) de I'université de Béjaia. Cette souche est
revivifiée dans un bouillon nutritif et incubé a 30° C pendant 24heures, puis ensemencé sur
le milieu carr additionné de bleu de Bromocrésol, ce qui permet de confirmer la production
d’acide et de distinguer les Acétobacters des autres especes : le bleu de Bromocrésol vire
au jaune claire sous effet d’acide, et ensuiet au vert sous 1’effet d’acide acétique (Katti et
al., 2017).

La confirmation et I’identification des Acétobacters est faite sur 1’observation
morphologiques des colonies et cellules et également en se basant sur les tests

biochimiques caractéristiques.

» ldentification microscopique
Une goutte de la suspension bactérienne est prise et déposée sur une lame. Une fois
fixée en exposant la lame au bec Benzéne, elle est recouverte d’une lamelle, et
I’observation est effectuée par microscope optique (grossissement 100), aprés 1’ajout d’une

goutte de I’huile a immersion.
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» Coloration de Gram
La coloration de Gram permet de colorer les bactéries aprés fixation de violet de
gentiane (Gram +) ou la fuchsine (Gram -) en fonction de la composition de la paroi
membranaire, et elle est réalisée comme suit :

Une goutte de la suspension bactérienne est fixée sur une lame. Elle est ensuite recouverte
de violet de gentiane. Aprés une minute, la lame est rincée a 1’eau du robinet pour éliminer
l'excés de colorant, puis elle est recouverte d’une solution de Lugol et laissée reposer
pendant Smin, avant qu’elle soit débarrassée de Lugol, par un lavage a 1’eau.

Quelques gouttes d'alcool sont ajoutées, et 1’ensemble est rincé a 1’eau, avant une
coloration a la fuchsine.

Une minute plus tard, la lame est rincée a 1’eau, et quelques gouttes de I'huile a immersion
sont ajoutees, et observation au microscope optique est alors effectuée (Khusna et al.,

2019).

» Test d’indole
Une colonie bactérienne est ensemencée dans un tube contenant 2mL d’eau
peptone, et I’ensemble est incubé a 37°C pendant 48heures. A cet ensemble, un volume de
0,5 ml du réactif de Kovaks est ajouté. L’apparition d’une couleur rouge, aprés une minute

indique que le test est positif (Cheesbrough, 1981).

» Test de rouge de méthyle
Une colonie est ensemencée dans 0.5 mL de bouillon phosphate de glucose. Aprés
24 heures d’incubation a 37°C, une goutte de rouge de méthyle est ajoutée a I’ inoculum, et
I’apparition d’une couleur jaune indique que le test est positif ( production d’acides

organiques) (Kowser et al., 2016).

» Test de la catalase
Ce test consiste a déposer une goutte de peroxyde d'hydrogéne (3 %) sur une
colonie bactérienne bien isolée. L’apparition des bulles de gaz signifi¢ la présence de
catalase (Zahoor et al., 2006).
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» Test de I'oxydase
Un disque oxydase (en papier absorbant imprégnés de N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride) est déposé sur une colonie bactérienne bien isolée. En
présence de cytochrome oxydase, le N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride (incolore) forme un compose coloré en bleu (Kowser et al., 2016).

1.3. Caractérisation physicochimique de la poudre de datte
Dans le but d’évaluer les principaux constituants nutritifs et de déterminer la
composition de la poudre de datte étudié, qui servira de milieu de culture pour la

production du vinaigre, plusieurs analyses physico-chimiques ont été effectués.

I.3.1. Taux d’humidité et de matieres seches

La mesure de taux d’humidité est effectuée selon la méthode décrite par
(Boukhalfa et al., 2018).
Une prise d’essai de3g de la poudre de datte est séchée dans 1I’étuve a 105°C jusqu'a la

stabilité du poids, et taux d’humidité est déterminé par la formule suivante :

(Pi — Pf)

HY% =~—— "~
%= pi_po "

100
Ou:
H % : taux d’humidité.
Pi: poids du creuset contenant 1’échantillon, avant étuvage.

Pf: poids du creuset contenant 1’échantillon, apres étuvage.

PO : poids du creuset vide.

La teneur en matiére seche de la poudre de dattes étudiées est évaluée selon la

méthode décrite par (AFNOR, 1986). Cette derniéere est calculée par la formule suivante :

MS(%)= 100 — H(%)

1.3.2. Taux de cendres
Le taux des cendres de la poudre de dattes étudiée est évalué selon la méthode
décrite par (Djafri et al., 2020). Une prise d’essai 3 g de la poudre est incinérée dans un
four a moufle pendant 5 h a 600 °C. Le taux de cendre est calculé par la formule suivante :
Taux de cendre = (M1—M2)/p x 100
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D’ou :
M31: Masse du creuset + poudre de datte(Q)
Ma: Masse du creuset+ cendres (g)

P : Masse de la prise d’essai (g)

1.3.3. Potentiel d’hydrogene (pH)

Le potentiel hydrogéne de la poudre de dattes étudiée est déterminé, a ’aide d’un
pH-metre selon la méthode décrite par (AFNOR, 1981). Une prise d’essai de 2 g est
dissoute dans un volume de 50 ml d’eau distillée, et I’ensemble est laissé sous agitation

pendant 30 minutes. Une fois filtré, la mesure est réalisée en trois répétitions.

1.3.4. L’acidité titrable

L’acidité titrable de la poudre étudi¢e est effectuée selon la méthode décrite par
(Verma et Joshi, 2000).

Une prise d’essai de la poudre est mélangée avec de I’eau distillée, et ’ensemble
est met sous reflux réfrigérant pendant 30 minutes avant d’étre filtré. Le titrage est realisé a
température ambiante avec une solution de NaOH a (0.1 N) sous-agitation apres avoir
ajouté de la phénolphtaléine. Le titrage est arrété lors de I’apparition d’un virage de
couleur.

La teneur en acide titrable est exprimée en g d’équivalent d’acide citrique dans 100

g de poudre, est calculée selon la formule qui suit :

Acidité(g/100g) = (Nb x Vb x M)/(Va X P)
Avec :
M :Masse molaire de I’acide citrique (192,13 g/mol).
Va :Volume en millilitres de la prise d'essai.
Vb: Volume en millilitres de la solution d'hydroxyde de sodium utilisé.
Nb :Normalité de la solution d’hydroxyde de sodium utilisé (0,1 N).

P : Nombre de valence (3).
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1.3.5. Taux des sucres totaux

La teneur en sucres totaux de la poudre de dattes étudiée est déterminée par la
méthode de (Du Bois et al., 1956).

Une prise d’essai de 1g de la poudre est mélangée avec 50 mL d’cau distillée, et
laissée sous une agitation pendant 45 minutes a température ambiante. Une fois filtré, un
volume de 10 ml est additionné de sels CAREZ | et CAREZ Il (Annexe B), qui sera ainsi
laissé décanter pendant 30 minutes. Une filtration est réalisée afin de récupérer le filtrat.

Pour un volume de 1 ml du filtrat sont ajoutés respectivement, 1 ml de phénol a
5% et 3 ml d’acide sulfurique, le mélange est mis a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes
a une température ambiante. L’absorbance est mesurée a 550 nm a l’aide d’un
spectrophotometre contre un témoin.

La teneur en sucres totaux dans la poudre est déterminée en se référant a une courbe

D’étalonnage qui est réalisée en utilisant le glucose dans les mémes conditions opératoires.

1.3.6. Taux des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs est réalisé selon la méthode rapportée par (Breuil
et Saddler, 1985).

Une prise d’’essai de 1g de la poudre est mélangée avec 50 ml d’eau distillé. Le
mélange agité pendant 45 min a température ambiante est filtré. Un volume de 200 pl est
alors additionné de 300 pul de DNS (Annexe C), et subi un chauffage dans un bain-marie
a 100°c pendant 5 minutes. Aprés chauffage, 1.5 ml d’eau distillée, sont ajoutées au
mélange qui sera laissé a I’abri de la lumiere pendant 15 min.

L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm a l'aide d’un
spectrophotometre. La teneur en sucres réducteurs dans la poudre est déterminée en se
référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions opératoires en

utilisant le glucose (Annexe C).

1.3.7. Teneur en protéines
La teneur en protéines totales de la poudre de dattes étudiée est effectuée selon la
méthode de Bradford (1976), rapportée par Bonnin-Jusserand et al., (2011). Cette

méthode colorimétrique permet de déterminer la concentration d’une solution protéique.
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Une prise d’essai de 1 g de la poudre est diluée dans 50 ml d’eau
distillée. L’ensemble est agité pendant 30 minutes, avant d’étre filtré. Un volume de 100 pl
est additionné de 3 ml de bleu de coomassie, et I’absorbance est mesurée a 595 nm a ’aide
d’un spectrophotomeétre contre un témoin.

La teneur en protéines de la poudre est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage

réalisée en utilisant la BSA dans les mémes conditions opératoires (Annexe A).

1.3.8. Dosage de I’azote total

L’azote total est dosé apres minéralisation par volumétrie selon la méthode
de (Kjeldahl, 1889).

Une prise d’essai de 10 mg de la poudre de dattes est introduite dans un matras de
minéralisation, auquel une pincée du catalyseur sulfate de cuivre et sulfate d’ammonium
est ajouté a ce mélange 20 ml d’acide sulfurique concentré est ajouté.

L’ensemble est chauffé¢ a froid pendant 15 min jusqu’a apparition d’une vapeur
blanche d’anhydride sulfurique. L’ensemble est alors laissé au chauffage a chaud pendant
4 a5 heures.

Apres décoloration compléte, la solution est refroidie et complétée jusqu’a un
volume de 250 ml avec de I’eau distillée. La distillation est alors réalisée juste apres la
minéralisation en prélevant un volume de 20 ml de la solution minéralisée a laquelle de la
soude est ajoutée. Le dégagement d’ammoniac est récupéré dans une solution d’acide
borique contenant un indicateur coloré (le bleu de méthylene et le rouge de méthyléne), et
I’exceés d’ammoniac est dosé avec I’acide sulfurique a 0.05 N.

La teneur en azote est déterminée par la formule suivante :

N% =14 x Na x Va x [d/V(]
Ou:

N(%) : Taux d’azote.

NA : Normalité de I’acide.

VA : Volume, en ml de I’acide versé.

VO : Volume en ml de la prise d’essai.

d : Dilution de la fraction considéré.

18



Partie expérimentale matériels et méthodes

I.4. Optimisation des parametres de production par le plan Box-Behnken

Dans cette étude, un plan d’expériences Box-Behnken, a trois facteurs (X1, X2, X3) et
a trois niveaux (-1, 0, +1) ont été utilisé pour optimiser le processus de fabrication
vinaigre.

Pour atteindre cet objectif, cette optimisation est divisée en deux parties :
> Optimisation des parametres de la fermentation alcoolique ;

» Optimisation des paramétres de la fermentation acétique.

1.4.1. Optimisation des parameétres de la fermentation alcoolique

Plusieurs parametres influencent le processus de la fermentation alcoolique, entre
autres les besoins nutritionnels et physico-chimiques de la souche, et aussi le temps
d’incubation et le rapport biomasse initiale/concentration du substrat dans le milieu. De ce
fait, des essais préliminaires sont réalisés visant a fixer le temps d’incubation et le rapport

biomasse initiale/concentration du substrat.

> Effet de la concentration en substrat sur le taux d’alcool produit

L’ajout graduel de substrat accélere la fermentation avec production de glucose et
d’éthanol (Dieudonné et al., 2009).

La fermentation alcoolique, est effectuée dans des flacons de 200ml, contenant
chacun 100ml d’eau distillée et une quantité de poudre de dattes d’environ de 1g ; 29 ; 39 ;
49 et 5g respectivement, comme substrat fermentation. Une fois autoclaves, les flacons
sont ensemenceés par un 1ml de la souche Saccharomyces cerevisiae utilisée, et ’ensemble
est incubé a 30°C pendant 72h. Le taux d’alcool produit dans chaque flacon est alors dosé
a la fin de I’incubation.

Le temps d’incubation est fixé par rapport aux travaux de Velazquez et al.(1991)
qui ont obtenues des taux de production d’alcool les plus élevées aprés 72 heures de
fermentation, avec un optimale de productivité a 36 heures. Le déroulement expérimental
de I’étude de I’effet de la concentration en substrat sur le taux d’alcool produit est résumé

dans le (Tableau I11).
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Tableau I11: Protocole expérimental de 1’étude de I’effet de la concentration du substrat
sur le taux d’alcool produit.

Flacon Flacon Flacon Flacon Flacon
1 3 4 5
Concentration en
substrat(X g/100ml) 1 3 4 5
Temps d’incubation 72 72 72 72
(heures)

» Effet de la durée d’incubation sur le taux d’alcool produit

Le temps de fermentation court donne une croissance insuffisante des micro-

organismes (fermentation incompléte), de méme le prolongement de temps de fermentation

peut avoir un effet négatif sur la levure (Alio, 2021).

Le déroulement expérimental de 1’étude de 1’effet de temps d’incubation sur le

taux d’alcool produit est résume dans le (tableau 1V).

Tableau IV: Protocole expérimental de 1’étude de I’effet de la durée d’incubation sur le
taux d’alcool produit.

Flacon Flacon | Flacon3 | Flacon Flacon
1 2 4 5
Concentration en substrat X X X X X
(9/100 ml)
Durée d’incubation 24 36 48 72 92
(heures)

L’effet de la durée d’incubation sur le taux d’alcool produit est évalué en réalisant

cing fermentations suivant le méme protocole déja décrit, mais en fixant la teneur en

substrat a la valeur retrouvé dans I’étude précédente, et en variant le temps d’incubation de

24, 36, 48, 72 et 92heures, respectivement. Le taux d’alcool produit dans chaque flacon est

alors dosé a la fin de I’incubation.
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1.4.1.1.Choix des parametres de la fermentation alcoolique

» Choix de la température

Selon Charoenchai et al. (1998) la température agit de facon directe sur la
croissance des micro-organismes.

Plusieurs études ont rapporté que les températures au tour de 30°C donnent les
meilleurs taux de production d’alcool par Saccharomyces cerevisiae optimales de
production d’alcool (Dieudonné et al., 2009; Liu et al., 2010; Mounir et al., 2016),
tandis qu” Alio (2021) atrouvé que l’intervalle de température situé entre 20 et 35°C
permet d’avoir le taux d’alcool le plus éleve.

En se reposant sur ces résultats, ’intervalle de variation de la température, dans la

présente étude, est compris entre 25 jusqu’a 35°C avec un optimum de 30 °C.

» Choix du pH
L’intervalle de variation du pH, dans la présente étude, est compris entre 4 jusqu’a
6 avec un optimum de 5, et ceci en se basant sur les données bibliographiques (Dieudonné
et al., 2009; Roukas, 2009; Ercan et al., 2012; Germec et al., 2015; Mounir et al.,
2016).

» Choix de la source d’azote

Les sources d'azote ont un r6le majeur dans la croissance des levures productrices
d'éthanol, dont I’ammoniaque et les sels d’ammoniums (le sulfate d’ammonium est 1'un
des sources les plus utilisées) sont fortement assimilés par rapport a d’autres sources
d’azote (Yue et al., 2010).

L’intervalle de la concentration en sulfate d’ammonium, dans la présente étude, est
compris entre 0,3 jusqu’a 0,59/100mL avec un optimum de 0,49/100mL, et ceci en se
basant sur les données bibliographiques (Dragone et Silva, 2004;Oiwoh et al.,
2017;Darvishi et Moghaddami, 2019).

1.4.1.2. Application du plan Box -Behenken pour I’optimisation de la fermentation
alcoolique

Une fois, les parametres (température, pH, concentration en sulfate d’ammonium)
sont déterminés, I’optimisation de I'influence de ces parameétres sur le taux d’alcool

produit par Saccharomyces cerevisiae est réalisée, par ’application d’un plan factoriel
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complet a trois facteurs (X1, X2, X3), et a trois niveaux (-1, 0, +1). Les niveaux bas, moyen

et haut de chaque variable sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau V: niveau des paramétres d’optimisation de production d’alcool

Parametres Niveau bas (-1) | Niveau centré (0) | Niveau haut (+1)
pH 4 5 6
Température 25 30 35
Concentration en 0.3 0.4 0.5
sulfate ammonium (%)

La matrice expérimentale (Tableau VI) proposé par le plan Box-Behnken, est
composee de 15 essais, dont un essai est répété trois fois (0,0,0) pour vérifier ’erreur type
de reproductibilité des résultats .

Tableau VI: Matrice expérimentale de production d’alcool proposé par le plan BBD

N° d'essais pH T (°C) (NH4)2S04 (%)
1 6 25 0.4
2 6 30 0.3
3 6 35 0.4
4 5 35 0.5
5 6 30 0.5
6 5 35 0.3
7 5 30 0.4
8 4 30 0.5
9 5 25 0.5
10 4 25 0.4
11 5 25 0.3
12 5 30 0.4
13 4 35 0.4
14 4 30 0.3
15 5 30 0.4

1.4.1.3. Dosage d’éthanol

Le taux d’alcool produit de chaque essai est determiné par un alcoometre (Funke
Gibber) au niveau du laboratoire de la brasserie Albrau (EI-KSEUR- BEJAIA).

La sonde liée a I’appareil est plongée dans une éprouvette contenant la solution
alcoolique qui sera absorbée par I’alcoométre. Le taux d’alcool est déterminé en
pourcentage volumique.
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1.4.2. Optimisation des parametres de la fermentation acétique.

Avant de lancée la fermentation acétique, une fermentation alcoolique est effectuée
selon les valeurs critiques proposée par le plan Box-Behnken de I’optimisation de la
production de taux d’alcool par Saccharomyces cerevisiae en utilisant la poudre de dattes
comme substrat de base.

Aprés 72 heures de fermentation, un maximum d’éthanol est produit et le vin de
datte est alors filtré et versé, dans des flacons de 200 mL, sous des conditions d’asepsies.
Chaque flacon est alors ensemencé par un inoculum de la souche Acétobacter sp pour

effectuer la fermentation acétique selon la matrice expérimentale.

1.4.2.1. Choix des paramétres
» Choix de température

Selon (Wei et al., 1999) la croissance des bactéries acétiques est nulle en dessous
de 8 C° et au-dela de 35 °C. Les résultats de Ory et Romero, (1998) et de Sievers et
Swings, (2015) rapportent que la temperature optimale de la croissance des Acétobacter est
de I’ordre de 30 °C.

Selon Zahoor et al. (2006), la souche Acétobacter aceti peut se développer a des
températures entre 28 °C et 34 °C.

En se référant sur ces résultats, ’intervalle de variation de la température, dans la

présente étude, est compris entre 25 jusqu’a 35°C avec un optimum de 30 °C.

» Choix de pH

La bactérie acétique s’adapte a un milicu acide et ne se développent pas a des
valeurs de pH supérieure a 6.8 (Menzel et Gottschalk, 1985).

L’optimal de croissance des espéces Acétobacter est entre des valeurs de pH qui
oscillent de 5.4 a 6 (Embuscado et al., 1994), de méme pour (Sievers et Swings, 2015)
qui rapportent un optimale de croissance compris entre des pH de 4,0 4 6,0.

En se référant sur ces résultats, I’intervalle de variation du pH, dans la présente

étude, est compris entre 3 jusqu’a 5 °C avec un optimum de 4.

» Choix de concentration initial en acide acétique
L'acide acétique initial peut améliorer le taux d'oxydation de I'éthanol des bactéries
acetiques et le métabolisme énergétique pour produire plus d'énergie et ainsi s'adapter aux

conditions de fermentation de I'acide acétique (Zheng et al., 2017).
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Selon Wang et al.(2015), des concentrations initiales en acide acétique de I’ordre
de 0.5 a 1% améliorent graduellement le taux de production de vinaigre, mais des
concentrations initiales au dela de 3% inhibent la production. Ce derniers résultat a été
confirmé par plusieurs travaux ( Taylor et al., 1997; Gao, 2020).

L’intervalle de variation de la concentration initiale en acide acétique (Ciaa), dans
la présente étude, est choisi entre 1 jusqu’a 3 % avec un optimum de 2 %.

Une fois, les paramétres (température, pH, Ciaa) sont  déterminés,
I’optimisation de I’influence de ces parametres sur le taux d’acide acétique produit par

Acétobacter sp est réalisée, par I’application d’un plan a trois facteurs (X1, X2, X3), et a trois

niveaux (-1, 0, +1), comme ils sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau VII: niveau des paramétres d’optimisation de production d’acide acétique

Parametres Niveau bas (-1) Niveau centré (0) Niveau haut (+1)
pH 4 5 6

Température (°C) | 25 30 35

Ciaa 1% 2% 3%

1.4.2.2. Application du plan Box -Behenken pour I’optimisation de la fermentation
acétique
La matrice expérimentale (Tableau VIII) proposé par le plan Box-Behnken, est

composeée de 15 essais.
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Tableau VI11: matrice expérimentale de production d’acide acétique proposé par le plan

BBD
N° d'essais pH T (°C) Caal
1 4 35 2
2 5 30 2
3 6 35 2
4 5 35 3
5 5) 25 1
6 4 25 2
7 4 30 3
8 5 35 1
9 6 30 3
10 5 30 2
11 5 30 2
12 5 30 2
13 4 30 1
14 6 25 2
15 5 25 3

1.4.2.3. Dosage de I’acide acétique
Le dosage de I’acide acétique se fait par titrimétrie, a 1’aide d’une
base forte NaOH (0.1N) en présence de phénol phtaléine (Oueld elhadj et al., 2001).
Un volume de 10 mL du molt de fermentation récupéré a la fin de
I’incubation, est titré avec une solution de soude (0.1N) en présence de deux gouttes de
phénolphtaléine, et le titrage est arrété au virage de la couleur (Follman, 1983).

La concentration en acide acétique (g/ L) est calculée selon la loi suivante :

V+N
C(g/L) = 1o * 60,05

Dont :
V : volume de soude ajouté (ml).
N : normalité de la soude 0.1 N.

60,05 : masse molaire de 1’acide d’acétique (g /mol).
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I1. Résultats et discussion
I1.1. Caractérisation des souches utilisées

11.1.1. Souche de fermentation alcoolique (Saccharomyces cerevisiae)

> ldentification microscopique

La levure (saccharomyces cerevisiae) observé au microscope optique c’est un
organisme eucaryote unicellulaires, de forme ovale, cette morphologie est décrite par
plusieurs auteurs ( TAKESHI et al., 1957; Ahmed Boulal et al., 2018).

> Détermination de la masse cellulaire

La masse cellulaire est de 5x10° UFC/ml, ce dénombrement permet d’étudier le temps

de latence, le taux de croissance et le temps de génération (Ould ELHadj et al., 2006).
11.1.2. Souche de fermentation acétique (Acétobacter sp.)

> Identification microscopique

Les cellules bactériennes apparaissent en jaune puis elles deviennent vertes apres
ensemencement sur milieu Carr ce qui signifie leur production d’acide (Katti et al., 2017),
et en rose aprés coloration de Gram ce qui signifie qu’ils sont a Gram négatif. Les colonies
observées apres incubation sont de forme batonnets de couleur blanche, blanc cassé. ces
résultats obtenues sont presque les mémes obtenue par Zahoor et al.,( 2006); et Kowser
et al., (2016).

» Tests biochimiques

Selon les tests biochimiques effectués sur les colonies prélevées, Ces bactéries sont
de catalase positive ; une effervescence est observée apres le dépot d’une goutte de HoO»
pres d’une colonie, si les résultats sont négatifs au test d’oxydase et de production d’indole
et Positif pour le rouge de méthyle.

Les résultats obtenues accordent avec ceux obtenues de certains auteurs (EJEMNI
et MEJRIS.,, 2006; Kadere et al, 2008; Arifuzzaman et al, 2014 ;
Klawpiyapamornkun et al., 2015; Kowser et al., 2016) ce qui révele que la bactérie
appartient au genre Acetobacter sp.

11.3. Caractéres physico-chimiques de la poudre de datte
Les résultats d’analyse physico-chimiques de la datte mech-degla utilisé dans notre étude

sont présentés dans le (Tableau 1X).
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Les valeurs enregistré pour chaque composant de la datte sont discutées et comparés aux
résultats trouvés par d’autres études faites sur cette variété.

Tableau IX : résultats de I’analyse physico-chimiques de la poudre de datte

Composition Valeur
Humidité (%) 10,83 + 0,87
Matiére seche (%) 89,17 + 0,87
Cendres (%) 2,94
Acidité g/l 1,3
pH 5,2 0,02
Sucre g/100g 77,64 4,75
Sucres réducteurs g/100g 23,42 + 1,35
Protéines g/100g 1,86 £ 0,42
Azote g/100g 2,65 +0,21

11.2.1. Taux d’humidité (%)

Nos résultats indique que le taux d’humidité dans la poudre de datte mech —degla
est de 10,83 + 0,87 (%) cette valeur est légérement inférieur a celle obtenues par (Benrima
et al., 2019) 12,07 £ 0,02(%) et celle de (Noui et al., 2019) 13.63 £ 0.17(%) .

Cette valeur est liée premierement a la variété elle-méme qui est de nature séche
suit a I’humidité trés basse de la région de culture (Booij et al., 1992) et de
I’environnement de chaque cultivars (Babahani et Eddoud, 2012) , en deuxieme elle
variée en fonction de la température et la durée de la condensation (Djafri et al.,
2020),Selon (Aicha et al., 2019) la durée de séchage et le température influencent sur la
teneur en eau. Le séchage a des températures fixes limite la croissance des
microorganismes et les réactions chimiques tel que le brunissement enzymatique ce qui
prolonge le temps de conservation de produit, ces résultats justifient la valeur qu’on

obtenue.

11.2.2. Taux de Matiere séche

la poudre de datte Mech-Degla utilisé dans notre étude a Une valeur de 89,17 + 0,87
(%) de matiere seche, Cette valeur est trés proche de celle trouvé par les auteurs (Noui et
al., 2019) (86,36 % ), et (Noui et al., 2015) (88.1 %),(Boudechiche et al., 2008) Mech
degla (91,44 %).

27




Partie expérimentale résultats et discussion

11.2.3. Teneur en Cendres

La quantité majeure des sels minéraux refléte le taux de cendres représentes dans
un échantillon (Djafri et al., 2020). Cette valeur est de 2.94 (g/100g) dans la datte mech-
degla utilisée, qui est supérieure a celles de (Thabet et al., 2007) avec (2,57%) pour
certaines variétés tunisiennes.

De méme les auteurs ( Noui et al., 2015, 2019;Bouchachia, 2019) ont obtenues
des valeurs respectivement égales a 2,13+0.07 ; 2.42+ 0.012; 2.0 + 0.012 (g/100g) , Ce
qui signifie que la datte mech-degla présente une quantité de sels plus élevé par rapport
aux autres variétés.

(CHeikhi et al., 2021) dans leurs article ont liés la teneur en cendres au sol et leur

amendement.

11.2.4. L’Acidité

Le résultat de I’acidité titrable de la variété Mech-Degla est de 1.3g/l. Ces Reésultats
sont comparables a ceux rapportés par (Acourene et al., 2014) qui a trouvé des valeurs
allant de 0,64 a 2,81 g/kg sur vingt variétés algériennes Et supérieur a celles de
(Benahmed et al., 2013) avec 0,13%0,01(g/ 100g) du produit.

Les variations observées peuvent étre dues a deux facteurs la teneur en eau et la

nature en sucre de la matiere premiere (Djafri et al., 2020).

11.2.5. Potentiel d’hydrogéne (pH)

La datte mech-degla présent un pH légerement acide (5,2 + 0,02) qui est similaire
a celle rapporté par Bouchachia,(2019) avec un pH égal a (5,62+0,06) et se trouve dans
I’intervalle décrit par Acouréne et Tama., (2001) (5.1 jusqu’a 7.2), Ces valeurs
pourraient permettre une meilleure conservation de certaines vitamines, telles que B1, B2,
B5, B9 et B12 El Arem et al., (2011), un pH qui varie entre 5.94 et 6.94 est défavorable
pour le développement des bactéries (Djafri et al., 2020).

le pH des variétés des dattes varie suivant les stades de développement
physiologiques de la datte (CHeikhi et al., 2021).

11.2.6. Teneur en Sucres totaux

Les dattes sont tres riches en nutriment notamment les glucides (70-80%).(El Arem
et al., 2011), Les résultats de analyse chimique de la poudre de datte mech-degla montrent
que leur teneur en sucres totaux est de 77,64 + 4,75 (g /100g) , cette valeur est similaire

aux valeurs trouvés par Munier, (1965) qui est de 76 (g /100g).
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de leurs part (Kacem-Chaouche et al., 2013) ont montrés que la datte contient 84% de
sucre dont 65% de saccharose.
Les études faites par CHeikhi et al., (2021) montrent que la variété, le climat et le

stade de maturation affectent la teneur en sucres.

11.2.7. Teneur en Sucres réducteurs

Les sucres réducteurs (glucose et fructose) résultent de 1’inversion du saccharose
par I’invertase au cours de la maturation de la datte (Djafri et al., 2020), notre échantillon
présent 23,42 + 1,35 (g/ 100g) de sucres réducteurs ces résultats sont égaux a celles
rapportés par Bouchachia, (2019) pour la variété Mech-degla a savoir 24,23(%), et avec
une légére différence a celle obtenue par Benselma et al., (2016) avec un pourcentage de
20% .

Cette différence existe d’une variété a I’autres (Munier, 1973), entre autres par les
conditions climatiques (chaleur et humidit¢ de Iair), le degré d’irrigation ou un
dessechement des dattes juste apres récolte qui agissent sur la consistance de la pulpe (H.
Harrak. et al., 2005).

11.2.8. Teneur en Protéines

La datte mech-degla contient de faible teneur en protéines 1,86 £+ 0,42 (g /100g )
cette valeur s’approche a celles trouvées par (Benahmed et al., 2013; Kacem-Chaouche
et al., 2013) pour la méme variété avec un pourcentage de 2,1(%) .

Divers facteurs affect la teneur des dattes en protéines a savoir particulierement
l'origine géographique, I’effet variétal, la maturité et la période de la récolte (Tajini et al.,

2020).

11.2.9. Teneur en Azote

La quantité d’azote présente dans notre échantillon est de 2,65 + 0,21 (g/100g) cette
derniére se trouve dans I’intervalle décrit par (Boudechiche et al., 2008) de 1,38% a
4,07% et d’un pourcentage légérement supérieur a celles trouvées par (Boudechiche et
al., 2008; Chibi et Hadi, 2019 ) respectivement pour 1.09 + 0.31 (g/100g) et 2,01(%)

pour la méme variété mech —degla .

29



Partie expérimentale résultats et discussion

11.3. Optimisation des paramétres de production d’éthanol

11.3.1. Essais préliminaires

» Quantité de substrat
La quantité de substrat a était variée et le dosage d’alcool produit est effectués apres 72
heures de fermentation, Les résultats sont présentées dans la (Figure N°1) montrant que
3g de la poudre de datte permet d’obtenir un maximum de production d’alcool par
Saccharomyces cerivisiae de 22.6 (g/l), et cette valeur reste stable malgré 1’augmentation

de la quantité de poudre de datte.
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Figure N° I: production d’alcool par s. cerivisia en fonction de quantité de substrat

» Temps de fermentation
Le dosage d’alcool produit est effectuée sur les flacons 1, 2, 3, 4 et 5 apres 24, 36, 48, 72 et
96 heurs, respectivement. Les résultats présentés dans la (Figure N°2) indiquent un taux de

production maximale de 22.54 (g/l) d’éthanol atteinte aprés 72 h de fermentation.
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Figure I1: production d’alcool par s. cerivisia en fonction de temps
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11.3.2. Analyse des résultats d’application de Plan d’expérience Box-Behnken

Les résultats obtenus, des expériences du plan Box-Behnken (BBD) sont représentés

dans le (Tableau X).

Tableau X: Plan et résultats d’optimisation des conditions d’extraction par le plan BBD

N° pH T (NH4)2S04 Bioéthanol (g/L)
d'essais (°C) (%) Valeurs réelles | Valeurs prédites

1 6 25 0,4 31,536 32,9522

2 6 30 0,3 13,432 13,3882

3 6 35 0,4 9,2272 9,0374

4 5 35 0,5 27,2144 28,5868

5 6 30 0,5 17,4032 16,2206

6 5 35 0,3 6,8912 7,1248

7 5 30 0,4 27,9152 28,4213333
8 4 30 0,5 31,3024 31,3462

9 5 25 0,5 26,3968 26,1632
10 4 25 0,4 23,7104 23,9002
11 5 25 0,3 26,864 25,4916
12 5 30 0,4 29,0832 28,4213333
13 4 25 0,4 33,288 31,8718
14 4 30 0,3 10,8624 12,045
15 5 30 0,4 28,2656 28,4213333

D’apres les résultats obtenus, le taux de production d’alcool par Saccharomyces

cerevisiae a partir de la poudre de datte, varie entre 6.8912 a 33.288 g/L de modQt de

fermentation, ce qui confirme 1’influence des paramétres optimisés (potentiel d’hydrogene,

la température et la concentration en sulfate d’ammonium) sur la production d’alcool.

Ces résultats sont en accord avec les résultats bibliographiques qui confirment

I’influence des paramétres étudies sur la production (Lin et al., 2014; OIWOH et al.,

2017) . Les résultats obtenus de I’analyse effectuée montrent que les valeurs prédites par le

BBD ainsi que les valeurs réelles sont proches.
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11.3.3. Validation du model

> Coefficient de détermination (R?)

Selon (Goupy, 2006) le R? est un paramétre qui nous indique la validité du modele
étudié. Dans la présente étude, le coefficient de détermination (R?) du model est égal a
0.989, ce qui signifie qu'uniquement 1% des variations ne sont pas expliquées par le
model. De plus, la valeur du coefficient de détermination ajusté est de ’ordre de R? ajusté
=0.97, ce qui est assez élevée pour confirmer la haute significativité du model, sachant que
le RZ ajusté représente la valeur du coefficient de détermination (R2) aprés élimination des
termes (coefficients) inutiles du model.
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Figure N°l11: Plan de prédiction réelle de la poudre étudiée
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» Model global et manque d’ajustement

Les résultats obtenus montrent que les valeurs de P-value du model et de défaut
d’ajustement sont de I’ordre de 0.0002 et de 0.0924, respectivement.

L’analyse de la variance de la régression du model (Tableau XI), montre que le
model est tres significatif (P<0,005) et que le manque d’ajustement n’est pas significatif
(P>0,05) par rapport a I’erreur pure, ce qui confirme que le model est satisfaisant (Fei et
al., 2010).

Dans un modéle, si la P-value du manque d’ajustement est significative ce model sera
rejeté (Granato et al., 2010)

Tableau XI : Analyse de la variance du plan Box Behnken étudie.

Degré de Moyenne
Parametre ) Somme des carrés Rapport f | P-value
liberté des carrés
Model 9 1088,9861 120,998 | 52,7051 0,0002*
Défaut
3 10,760317 3,58677 | 19,9842 0,0924
d’ajustement
Erreur pure 2 0,718491 0,35925 |/ /

11.3.4 Effet des facteurs (coefficients)

Les P-value sont utilisées comme un outil pour Vérifier la signification de chaque
coefficient (facteur), et indiquent également I’intensité de I’interaction entre les parameétres
étudiés. Plus la valeur de P-value est petite, plus la signification du coefficient
correspondant est grande (Chan et al., 2009)(L.iu et al., 2010).

Les résultats du calcul des coefficients de régression estimés, sont représentés dans le
(Tableau XI1).
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Tableau XI1 : Les coefficients de régression estimes du model polynomial du second

degré.

Termes Estimation | Erreur Rapportt | P-value
standard

Intercepte 28,421333 | 0,874788 32,49 <,0001"
Linéarité
pH (4-6) X1 -3,4456 0,535696 -6,43 0,0013"
Température (25-35) X2 -3,9858 0,535696 -7,44 0,0007"
sulfate d’ammonium (0, 3 - 0,5) X3 5,5334 0,535696 10,33 0,0001"
Interactions
pH*Température -7,9716 0,757589 -10,52 0,0001"
pH*sulfate d'ammonium -4,1172 0,757589 -5,43 0,0029"
Température*sulfate d'ammonium 5,1976 0,757589 6,86 0,001"
Quadratique
pH*Ph -3,786267 0,788523 -4,8 0,0049"
Température*Température -0,194667 | 0,788523 -0,25 0,8148
sulfate d‘ammonium*sulfate | -6,385067 | 0,788523 -8,1 0,0005
d'ammonium

> Effet linéaire

Les résultats de la présente étude, montrent que les facteurs étudiés possedent tous

une influence significative sur le taux de production d’alcool par Saccharomyces
cerevisiae a partir de la poudre de datte.

La concentration en sulfate d'ammonium posséde I’impact le plus prononcé avec
une P-value de I’ordre de P=0,0001, suivie respectivement par les facteurs température
(P=0,0007) et le potentiel d’hydrogéne (P=0,0013).

L’importance des facteurs (potentiel d’hydrogeéne, la température et la
concentration en sulfate d’ammonium) dans I’efficacité de la production d’alcool et la
croissance microbienne a été démontrée par plusieurs étude (Dieudonné et al., 2009;

Gupta et al., 2009).
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» Effet quadratique

Les résultats obtenus montrent I’existence de deux effets quadratiques influengant
significativement le taux de production d’alcool par Saccharomyces cerevisiae a partir de
la poudre de datte.

L’effet quadratique le plus exprimé est représenté par ’effet de X3Xsz (sulfate
d'ammonium-sulfate d'ammonium) avec une probabilité de 1’ordre de p=0.0005 inférieur a
0.05, suivi par I’effet quadratique X:Xi(pH-pH) avec des probabilités de 1'ordre de
p= 0.0049.

Les résultats obtenus montrent également, que I’effet quadratique X2X2 (température —
température) est non signifiants avec des probabilités P > 0.05.

» Effet d’interaction

Les résultats de I’étude des interactions des trois variables (X1, X2 et X3)
montrent I’existence de trois interactions significative sur le taux de production d’alcool
par Saccharomyces cerevisiae a partir de la poudre de datte.

L’interaction X1X> (pH-Tempeérature) est la plus significative avec une probabilité
de T'ordre P=0.0001, suivie par I’interaction X»Xs3 (Temperature-sulfate d'ammonium)

avec une probabilité de I’ordre de 0.001.

11.3.4. Analyse du modele mathématique

Dans I’absolu, le choix d’un plan d’expérience n’a pas de sens tant qu’il n’est pas
subordonné au choix préalable d’un mod¢le mathématique. Les modeles les plus classiques
sont les modeles polynomiaux, le plus souvent de degré inferieur ou égal a deux (Tinsson,
2010).

Le modele mathématique postulé utilisé avec le plan de Box-Behnken pour trois
facteurs est un modéle du second degré classique, volontairement simplifié par élimination
des effets d’interactions jugés non significatifs dans I’analyse, ce qui permettra de
manipuler plus facilement cette expression réduite tout en gardant une qualité d’ajustement
quasiment similaire(Tinsson, 2010).

D’apres les résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction
qui régit le taux de production d’alcool par Saccharomyces cerevisiae a partir de la poudre
de datte, sont alors bien connues. Le modéle mathématique du plan Box-Behnken de la
présente étude peut étre représenté par la relation suivante :

Y= 28,421333 -3,4456X1 - 3,9858X,+5,5334X3- 7,9716X1X> - 4,1172
X1X3+ 5,1976X2X3- 3,786267X?1 -6,385067X?3
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11.3.5. Parametres optimaux
Cette étude montre qu’un model polynomial d’ordre deux complet peut modéliser
correctement le phénoméne étudié. Il apparait que les conditions expérimentales optimales,
c’est —a-dire celles conduisant a une maximisation de taux de production d’alcool par
Saccharomyces cerevisiae a partir de la poudre de datte, sont obtenues au sein du domaine
expérimental.
Les conditions d’extractions optimales identifiées, par ’utilisation du logiciel JMP,

sont représentées dans le (Tableau XI11).

Tableau XI11: Conditions critiques et maximales de production d’alcool par

Saccharomyces cerevisiae a partir de la poudre de datte.

Variables Valeurs critiques Valeurs maximales
Potentiel Hydrogéne 4,752029 4,067
(4-6)

Température 28,092218 34,83

(25°C-35°C)
sulfate d’ammonium 0,4357958 0,4967

(0,3%-0,5%)
Taux d'alcool (g/L) 30,599303 39,44286

I1.4.  Optimisation de production d’acide acétique par le Box-Behnken

11.4.1. Analyse des résultats d’application de Plan d’expérience Box-Behnken

L’optimisation de la production d’acide acétique est réalisée en utilisant le plan de
Box-Behnken, qui consiste en I’étude de trois facteurs (X1, X2 et X3) a trois niveaux (-1,
0,1).

Les résultats obtenus, des expériences du plan Box-Behnken (BBD) sont

représentés dans le (Tableau XI1V).
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Tableau XIV: Plan et résultats d’optimisation des conditions d’extraction par le plan

BBD.
N° ph T Ciaa Acide acétique (g/L)
d'essais (°C) (%) Valeurs réelles | Valeurs prédites

1 4 30 3 40,44026 39,72391
2 5 30 2 47,8548 48,82962
3 5) 25 1 51,07466 51,8980875
4 5 35 1 30,83976 30,9542275
5 6 35 2 37,04316 36,2123475
6 5 25 3 48,71146 48,5969925
7 5 30 2 51,16328 48,82962
8 4 35 2 24,25234 25,7921125
9 5 30 2 47,47078 48,82962
10 5 35 3 34,67996 33,8565325
11 4 25 2 49,53858 50,3693925
12 6 30 1 42,89208 43,608425
13 4 30 1 50,48386 48,82962
14 6 25 2 48,85916 47,3193875
15 6 30 3 50,6611 52,31534

La présente étude exprime la variation de taux production d’acide acétique par une
bactérie acétique qui est entre 24,25234 a 51,16328 (g/L), cela confirme I’influence des
paramétres optimisés (le potentiel d’hydrogéne, la température et la concentration initial en
acide acétique) sur la production de vinaigre.(Gao, 2020; Guessan et al., 2020; Novelina
et al., 2019).

Les résultats obtenus de 1’analyse effectuée montrent que les valeurs prédites par le
BBD ainsi que les valeurs réelles sont proches et s’accordent avec les résultats
bibliographiques (Ould El Hadj et al., 2001; Z. Wang et al., 2013; Wu et al., 2017).
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11.4.2. Validation du model

> Coefficient de détermination (R?)

Le coefficient de détermination (R? du model est égal a 0.98, ce qui signifie
qu’uniquement 2% des variations ne sont pas expliquées par le model. De plus, la valeur
du coefficient de détermination ajusté est de I’ordre de R? ajusté =0.937, ce qui est assez
élevée pour confirmer la haute significativité du model, sachant que le R2 ajusté représente

la valeur du coefficient de détermination (R2) aprés élimination des termes (coefficients)

inutiles du model.
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Figure N°1V: Plan de prédiction réelle de I’acide acétique produit.

» Model global et manque d’ajustement

L’analyse de la variance de la régression (tableau XV) montre une valeur
significative de P-value du model est égal a 0.00013 et un défaut d’ajustement d’ordre

0.9918 qui n’est pas significatif (P>0,05) par rapport a ’erreur pure, ce modele est donc

accepté.
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Tableau XV: Analyse de la variance du plan Box Behnken étudie.

Paramétre | Degré de | Somme des carrés Moyenne | Rapport | P-value
liberté des carrés f
Model 9 980,1546 108,906 | 24,4773 | 0,0013*
Défaut 3 14,003889 4,66796 | 1,1326 | 0,5006
d’ajustement
Erreur pure 2 8,242446 4,12128 / /

11.4.3. Effet des facteurs (coefficients)
L’étude de la signification des facteurs est faite par 1’étude des P-value et Les

coefficients de régression estimés représentés dans le (Tableau XVI).
Tableau XVI : Les coefficients de régression estimés du model polynomial du second

degré.
Termes Estimation Erreur Rapport P-value
standard t
Intercepte 48.829603 1.217821 40.10 <0,0001"
Linéarité
1.8425575 0.74576 2.47 0.0565
pH (4-6)
Température (25-35) -8.92108 0.74576 -11.96 <0.0001*
Caai (1-3) -0.099697 0.74576 -0.13 0.8989
Interactions
pH*Température -3.36756 1.054664 3.19 0.0242*
pH*Caal 4.453155 1.054664 4.22 0.0083*
Tempeérature*CAAI 1.55085 1.054664 1.47 0.2014
Quadratique
pH*Ph -2.056714 1.09772 -1.87 0.1199
Température*Température | -6.849579 1.09772 -6.24 0.0015*
CAAI*CAAI -0.653564 1.09772 -0.60 0.5775
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> Effet linéaire

L’étude fait, montrent que parmi les trois facteurs étudiés seulement la température
posséde une influence significative sur le taux de production d’acide acétique avec une P-
value de P<0.0001.

L’importance de la température dans 1’efficacité de la production d’acide acétique et la
croissance de cette espéce a été démontrée par plusieurs études (Ohmori et al., 1980; Ory
et Romero, 1998; Kang et al., 2006; Sharafi et al., 2010).

» Effet quadratique

Les résultats obtenus montrent seulement I'effet quadratiques X2X» (température-
température) avec une probabilit¢ de 'ordre de p=0.0005 inférieur a 0.05 influence
significativement le taux de production de vinaigre a partir d’éthanol de datte. Cependant,
les effets quadratiques X1X1 (pH—pH) et X3X3 (Caa—Caal) n’ont pas d’effet significatif,
avec des probabilités P > 0.05 qui sont respectivement 0.1199 et 0.5775.

» Effet d’interaction

Les résultats de I’étude des interactions des trois variables (X1, X2 et X3)
montrent I’existence de deux interactions significative sur le taux de production d’acide
acétique, L’interaction X1X3 (pH-Caal) qui plus significative avec une probabilité de
I’ordre P=0.0083, suivie par I’interaction X1X2(pH-température) avec une probabilité de
I’ordre de 0.0242.

11.4.4. Analyse du modele mathématique

D’apres les résultats de 1’étude, les valeurs des coefficients significatifs et la fonction
qui régit le taux de production d’acide acétique par une bactérie acétique appartiennent a
I’espéce acétobacter sp par la bioconversion de bioéthanol, le modele thématique de la

réponse sur les trois variables est exprimé par la formule suivante :

Y= 48.829603-8.92108X> -3.36756 X1X» +4.453155 X1X3
- 6.849579 X,?

11.4.5. Parametres optimaux

Cette étude montre qu’un model polynomial d’ordre deux complet peut modéliser
correctement le phénoméne étudié. 1l apparait que les conditions expérimentales optimales,
c’est —a-dire celles conduisant a une maximisation de taux de production d’acide acétique,

sont obtenues au sein du domaine expérimental.
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Les conditions d’extractions optimales identifiées, par 1'utilisation du logiciel JMP,

sont représentées dans le (Tableau XVI1).

Tableau XVII : Conditions critiques et maximales de production d’acide acétique.

Variables Valeurs critiques Valeurs maximales
Potentiel Hydrogeéne 5,2931262 4,28
(4-6)
Température 27.258013 25,33
(25°C-35°C)
Cani(1%-3%) 2.2717078 1,02
Taux d’acide acétique 51,532271 55,81
(g/L)
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Conclusion
Le palmier dattier Pheenix dactylifera L., est parmi les plus anciens arbres cultivés dans les
régions sahariennes, ou il représente une importance socio-économique.

L’Algérie est parmi les grands producteurs mondiaux des dattes, dont environ un
tiers de la production est représenté par des variétés a faible valeurs marchandes d’ou la
nécessite de les valorisés pour donner de nouveaux produits capable de diminuer les pertes
économiques colossales.

L’objectif de 1’étude vise a valoriser la variété de datte Mech-Degla, pour produire
du vinaigre de datte en utilisant les procédés fermentaires.

Les analyses physicochimiques de la poudre de datte ont révélés sa richesse en
élements nutritifs tel que : les sucres, les protéines, et les éléments minéraux, ce qui la rend
un sous produit de bon choix pour la valorisation.

Les résultats obtenus, de 1’application du plan Box-Behenken pour 1’optimisation
de la production de I’acide acétique a partir de la poudre de dattes ¢étudi€e, ont révélés :

» L’importance des facteurs (le pH, la tempeérature et la concentration en sulfate
d’ammonium) dans ’efficacité de la production d’alcool ;

» Parmi les trois facteurs étudiés seulement la température possede une influence
significative sur le taux de production d’acide acétique ;

» Le taux maximal d’alcool est produit avec une température (34,8°C), un pH de
4,06 et une concentration en sulfate d’ammonium de 0,49% ;avec 1g/50mL de
S.cervisiae.

» Le taux maximal de production d’acide acétique est obtenu avec une température
(25,33°C), un pH de 4,28 et une concentration initiale en acide acétique (1,02 %) par
ImL d’inoculum d’Acétobacter sp.

Les résultats obtenus de la présente étude, ont permet de retenir que les dattes
utilisés peuvent étre une piece motrice dans certains productions alimentaires notamment
la production du vinaigre. Afin d’améliorer la présente étude, et dans le but de le
compléter, il serait intéressant d’envisager :

» Une recherche d’autre souche productrice d’alcool ;

» Une recherche et purification des bactéries acétiques; Gluconobacter sp,
Acétobacter suboxydant...

» D’étudier d’autres facteurs qui peuvent influence la production d’alcool et de

I’acide acétique, a savoir le taux d’oxygénation.
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Annexes

Annexe A : dosage des proteins méthode Bradfrd (1976)
1. préparation du réactif de Bradford (1976).

P BB G250 i 100 mg.
» Ethanol absolu ..o 50 ml.
» Acide phosphorique @ 85%..ccuieeeeniiiii i 100 ml.
» Compléter a 1000 ml avec I’eau distillée.

» Conservation pendant 3 semaines a 4 °C et a I’abri de la lumiére.

2. 1a courbe d’étalonnage
Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution mére de sérum albumine bovine

(BSA) (Img/1ml), le protocole suivie est résumer dans le tableau suivant.

ube
Blanc 1 2 3 4 5

contenu

Eau
distillée 100 80 60 40 20 0

(u)

Solution 0 20 40 60 80 100
de BSA

(u

Réactif de 3ml
Bradford

Abs a
595nm
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Courbe d'étallonage des protéines
E y = 11,49x
Lo *® R2=0,98
g _ /
E 50.5 4 Seriesl
§ —— Linear (Series1)
T 0 / . .
= 0 0.0 0.1 0.15

Concentrations de la BSA ( mg/ml )

Courbe d’étalonnage des protéines

Annexe B : Dosage des sucres totaux méthode de DUBOIS(1956).
1. Composition des solutions CAREZ :
» lasolution CAREZ | :

e Acetate de zinc trihydraté........................... 23.8g.

e Acide acétique glaciale ..., 3g.

e FEaudistillé............oo 100mlL
» Lasolution CAREZ Il :

e Ferrocyanure de potassium......................eee 10.6g.

e Eaudistille ... 100mlL

2. la courbe d’étalonnage
Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution mére (Img de Glucose / ml
d’eau distillé), le protocole suivie est résumer dans le tableau suivant :

be
Blanc 1 2 3 4 5
Contenu

Volume |0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
SM (ml)

Volume
eau distillé | 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

(ml)

Volume 1
finale (ml)

Volume 1
phénol (ml)

Volume 2
H2504

(ml)

Absorbance
550 nm




Annexes

Courbe d'étallonage des sucres totaux
0.9 y = 0,810x
£ 8-673 % R2 = 0,982
% 0.6 .
2 05 /
% 0.4 L) ¢ Seriesl
2 03 . :
g 0.2 . — Linear (Series1)
S 01
8 o ) . .
0 0.5 1 15
Concentrations du glucose (mg/ml)

Courbe d’étalonnage des sucres totaux

Annexe C : Dosage des sucres réducteur (Miller, 1959).
1. composition du réactif DNS

o DNS. 2g.

o Soude.....iiiiiiii 3.2g.

e Tartrate double sodium potassium.................. 60g.

e Eaudistillé............ooo 100 ml.

2. Elaboration de la courbe d’étalonnage
Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution mere (1ml de Glucose / 1 ml
d’cau déstilé), en utilisant le DNS. le protocole suivie est résumer dans le tableau suivant.

Tube
Conten Blanc 1 2 3 4 5
Volume
SM@ul) |0 200 400 600 800 1000
Volume
eau distillé | 1000 800 600 400 200 0
(nD
Volume 1000
finale (ul)
Volume
récupérer 200
()]
DNS (ul) 300
Chaufffage pendant 5min a 100°c
Eau distillé
(ml) 1.5
Absorbance
530 nm
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courbe d'étallonage sucres réducteurs

E y = 0,484x
05 R2 = 0,990
0.4
0.3

& Seriesl

0.2
01 / —— Linear (Series1)
0 / T T

0 0.5 1 1.5
Concentrations du glucose (mg/ml)

DO: absorbance (A= nm)

Courbe d’étalonnage des sucres réducteurs

Annexe C : milieu de cultures

Bouillon nutritif

o Peptone.....cccccvciviiiiiiiece e, 10,0 g/L.
e Chlorure de sodium................... 5,0 g/L.
e Extraitdebeeuf......................... 10,0 g/L.

Préparation

» Mettre en solution Le milieu de base déshydraté dans un litre d’cau- Porter lentement
le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le temps nécessaire a
sa dissolution.

> Répartir en tubes ou en flacons.

»  Stériliser a I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes
pH du milieu prét a1 ‘emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

Milieu de culture Carr
Composition milieux

e Extraitde levure................... 30g

® AZar ... 20g

e vert de bromcreosol ............... 0.02g
e FEaudistille......................... 1000ml

Apres stérilisation a 110°C durant 10 min le milieu lassai refroidir jusqu’a45°C .le milieu
ainsi refroidis, on ajoute 20 ml d’alcool éthyliques a15% stérile au bain marie pendent 10
minutes a 100°C.
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Annexe D : Analyse physico-chimique
Matériel pour analyse physico-chimique, établi par nos soins.

Parametre Appareil utilisé

Mesure du pH pH métre

dessiccateur

Détermination de la teneur en
eau

Mesure de la densité optique

Spectrophotométre UV-Visible
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Tubes a essaies
Erlenmeyer
Verrerie utilisée Becher
Entonnoir

Alcoometre funke-Gibber




[Tapez un texte]

Resumé

Ce travail est réalisé dans le but d’une meilleure exploitation de la variété de datte
mech-degla et cela par optimisation des parameétres qui influencent sa bioconversion par
Saccharomyces cerevisiage en éthanol, qui sera convertis en acide acétique par
fermentation acétique a l'intervention de Acétobacter sp. Les analyses physico-chimiques
permettent de déterminer la concentration de différents composés de cette variété : taux
d’humidité, de cendre totale, pH, acidité titrable, sucres totaux, et sucres réducteurs, et
une teneur en protéine et en azote total de I'ordre 10,83% ; 2,94 % ; 5,2; 1,3 ; 77,64% ;
23,42 %; 1,86% ; 2,65%, respectivement. Des essais préliminaires sont effectués pour
pouvoir fixer le temps d’incubation de 3 jours et une concentration de 3g/100mL de
poudre de dattes. Une production maximale d’alcool 33,288g/L par Saccharomyces
cerevisiae est obtenue dans des conditions de température 35°C; pH=4 et 0.4g/L de
sulfate d’'ammonium, apres application du model BBD a trois niveaux des parametres
précédents. Le model BBD est également appliqué sur les paramétres suivants:
température ; concentration initiale en acide acétique a trois niveau (-1,0,+1) pour
déterminer les conditions optimales de production de I'acide acétique par Acétobacter sp
a partir de I'éthanol produit précédemment par la levure.

Mots clés: datte; acide acetique; fermentation; box-behenken; saccharomyces
cerivisiae ; Acétobacter sp.

Abstract

This work is carried out with the aim of a better exploitation of the variety of mech-degla
date , and that by optimization of the parameters which influence its bioconversion by
Saccharomyces cerevisiae into ethanol which will be converted into acetic acid by acetic
fermentation by acetobacter sp. The physico-chemical analyses allow the determination
of concentration of different compounds of this variety: moisture content, total ash, pH,
titratable acidity, total sugars, and reducing sugars. total sugars, proteins and total
nitrogen content in the order of 10.83%; 2.94 %; 5.2; 1.3 %; 77.64%; 23.42 %; 1.86%,;
2.65%, respectively. Preliminary tests are conducted to be able to set an incubation time
of 3 days and a concentration of 3g/100ml of date powder. A maximum alcohol
production of 33.288 g/L by Saccharomyces cerevisiae is obtained under conditions of
temperature 35°C; pH=4 and 0.4g/L of ammonium sulfate, after applying the BBD model
at three levels of the previous parameters. The BBD model is also applied on the following
parameters: temperature; initial concentration of acetic acid at three levels (-1,0,+1) to
determine the optimal conditions for the production of acetic acid by Acetobacter sp.
from the ethanol previously produced by the yeast.

key words : date ; acetic acid ; fermentation ; box-behenken ; Saccharomyces cerivisiae ;
Acétobacter sp.
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