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De puis longtemps les dattes possedent une oiitgimabfonde dans les coutumes
et les habitudes alimentaires de 'homme sahaB#as constituent la matiére premiere
pour I'élaboration d’'un bon nombre de produits &itaires parmi les quels le vinaigre.
De méme, les dattes hébergent naturellement dam®iwitions sahariennes des souches
de microorganisme, parmi elles se retrouvent hegrés. La recherche et I'identification
de souches de levures locales de type saharierepambonne maitrise du processus de
fermentation dans les bioconversions traditionsed@mme la production de vinaigre de
dattes traditionnelle. Les études sur la recheethédentification de souches de levures
issues du milieu saharien a partir des produiteedwir phoenicicole dont les dattes et le
vinaigre traditionnelle de dattes échantillonnésisdérois zones a savoir Ghardaia,
Ouargla et Touggourt, est basée sur les testesroemtescibilité des sucres recherchant
a différencier les souches du genreSdecharomycell apparait que les sucres testés
dont le glucose, le saccharose, le maltose, ledaatt le galactose, seul le lactose est non
fermentescible. La dégradation des sucres s’acopmepd’'une voile. De méme, I'étude
de la discrimination des especes du genre Sacclyaesmeur faculté d’assimilation des
sucres et celle des nitrates montre que I'espakéét esSaccharomyces cerevisiélle
assimile remarquablement le glucose, le sacchatesmaltose et le galactose et ne

dégrade pas le lactose ainsi que le nitrate desgiota.

Mots clés:Sahara, dattes, vinaigre de dattesure, sucres, nitrates.
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Summary

Since the past, dates had have taken deep roots among the sahraoui man feeding
habits. They were used a raw material for the preparation of a huge number of feeding
products such as vinegar. Dates are also containing microorganisms stock such as
yeasts. The research and identification of local saharian yeasts stock have permitted a
good understanding of the fermentation process in the traditional bioconversions used
to produce traditional vinegar from dates. Studies and researches bearing on
identification of yeasts stock derived from saharian environment such as dates and
traditional vinegar which were sampled in Ghardaia, Ouargla and Touggourt are based
on sugars fermentability aiming at making a differentiation between saccharomyces. It
seems that among sugars, which were tested such as glucose, saccharose, maltose,
lactose and the galactose, there is only lactose, which is not fermentable. Degradation of
sugars is accompanied with a fog. Moreover, the study aiming at differentiating
saccharomyces species as well as their capacity of assimilation of sugars and nitrates
shows that the studied species is the cerevisia saccharomyces. It assimilates very well
the glucose, saccharose, maltose and the galactose and don’t decomposes the lactose as
well as the potassium nitrate.

key words
Sahara, dates, dates vinegar, yeast, sugars, nitrates.






Introduction

Introduction

Les produits a base de dattes sont nombreux etsdies: le sucre liquide, les
pates de dattes, les jus, les sirops, les boisgamsuses, la confiserie, la patisserie, la
biscuiterie, I'alcool, le vinaigre... Toutefois th@anol importé en quantité énorme et en
devises étrangere a plus de 70% des besoins natioreste un produit important du
point de vue économique. C’est un produit utilisésldes secteurs variés telles que la
chimie industrielle et I'industrie agro-alimenta{raatiére premiere pour la fabrication de
vinaigre)..... (OULD EL HADJI, 2001).

En fermentation alcoolique, seuls les hexoses doattement fermentescibles;
les autres doivent d’abord étre hydrolysés patdiimédiaire des enzymes (LECLERC et
al., 1983; NONUS et MINNIAL, 1985). Les sucres consnt la principale composante
des dattes. lls sont diversifies (MAHTALLAH, 197MUNIER, 1973; NIXON etal.,
1978; SHUBBAR, 1981; SAWAYA edl., 1983; AZOUZ etl., 1991). On distingue des
sucres majeurs a savoir le saccharose, le gluddeerectose et des sucres mineurs, en
tres faible quantité, le galactose, I'arabinoske etylose (SAWAYA, 1983).

La fermentation intervient dans la fabricationdilerses boissons fermentées. Le
but est essentiellement la production d'éthan@dsSEPH- PIERRE-GUIRAUD, 1998).
Les levures ont été utilisées par 'hnomme depus médlénaires, sans le savoir, en
particulier dans la fabrication de boissons als#@s et de pain, ce n'est qu'avec les
travaux de PASTEUR (1899-1876) que le rble des ressudans la fermentation
alcoolique est mis en évidence (BOURGEOIS et LEVABY2).

L’Algérie importe la souche de levur&accharomyces cervisiaetous les quatre
ans; pour la production de levure boulangere. Gas le but de satisfaire les besoins de
la population en pain qui sont de plus en plus élésés, et la demande en levure est
proportionnelle (OULD EL HADJ etal., 2007). Cependant, De tout temps les
populations sahariennes ont eu a fabriquer localefaar propre vinaigre traditionnel de
dattes a partir de souches de microorganisme aekistdurellement sur la datte (OULD
EL HADJ etal., 2000). Face, a ce constat la présente étudenestecherche et une
identification des levures de types Sahariens ed’une collection des souches locales
ayant des performances industrielles pour une fetatien dirigée. Toutefois, au vu des
moyens disponibles, cette étude porte seulement'&wde des souches du genre
Saccharomyces.
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Chapitre | Apercu sur les levures etdeoduction de vinaigre issu d’'une bioconversion

Chapitre | : Apercu sur les levures et la productiom de vinaigre issu d'une
bioconversion
l.1.- Généralités sur les levures

Les levures ont été utilisées par I’'homme depussrdélénaires, sans le savoir, en
particulier dans la fabrication de boissons alcaas et de pain. Ce n’est qu'avec les
travaux de PASTEUR (1866-1876) que le réle desrkessdans la fermentation
alcoolique a été mis en évidence (BOURGEOIS et LEM|.1991). Elles sont
classiqguement définies comme étant des champigndosllulaires immobiles. Sur
milieux gélosés, elles forment habituellement dderdes a surface luisante. La couleur
des colonies de levures est généralement cremenatbe et parfois roséatre. Elles sont
plates, soit bombées (LARPENT, 1990).

Les levures sont regroupées en deux grandes ckalsesleur capacité ou non
d’élaborer des organes de reproduction sexuée)as@amycetes également appelés
«levures vraies» ou encore levures ascosporogéogsent dans certaines conditions
des ascospores a I'intérieur de la cellule. Cegtalavures sont capables d’élaborer des
spores externes apparentées aux basidiospordeyaoess appartiennent au groupe des
basidiomycetes. Les levures «fausses» sont cladaéede groupe des Deutéromycetes.
Elles sont incapables de former, dans des conditiabituelles de laboratoire des
ascospores a l'intérieur de la cellule ou des lasidres (externes).

Ces cellules eucaryotes possedent en plus d’'ururent@uré d’'une membrane

nucléaire et comportant jusqu’a 17 paires de chemmes chez les souches haploides de
saccharomyces, des organites cellulaires tellesrgieehondries, microcorpuscules,
réticulum endoplasmique, appareil de Golgi (LARPENY90).

Les levures puisent leur énergie par dégradaticsutlstances organiques variées,

ce sont des organismes chimiohétérotrophes. Ledasetle levure sont généralement
ovoides ou sphériques, parfois cylindriques owodeés plus spécifiques (BOURGEOIS
etal., 1988).

Dans la nature, les levures vont se trouver praieipent sur les végétaux riches

en sucre directement assimilable. Elles pourroneselopper particulierement au niveau
des blessures et des cicatrices qui laissent d&cde jus sucre, des fruits sains portent
une contamination en levures beaucoup plus faildedgs fruits blessés (BOURGEOIS,
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LEVEAU, 1991).

Les levures se distinguent des autres champigraamsne taxonomie basée a la

fois sur des caracteres morphologiques et physmleg. La classification de référence
est actuellement celle de KREGRYVANRU (1984) quagante des changements
sensibles par rapport a la précédente classificagoLODDER (1971). En particulier de
nouveaux criteres taxonomiques comme la compositiobases de I’ADN, la structure
de la paroi, le type de ccenzyme Q: ubiguinone.db&posé n'est plus considéré comme
une vitamine puisqu' il est synthétise dans l'oigjaa (KARLSON, 1970). Il intervint
comme intermédiaire des oxydations cellulaires (KRW989) et joue un réle dans le
systeme transporteur d'électron (DEUGlet2001).

La classification actuelle recense 6 genres etesp@ces. Le critéere d’espéce est

basé sur I'infertilité ou la formation de sporeahles pour les souches héterothalliques.
Les mycéliums parentaux correspondent a 2 typetiggies morphologiquement
identiques, mais différents par le type conjugasigme. L'organisme végeétal est dit
hetérothallique (LARPET, MONIQUE, GOURGAUD, 197@pour les souches
homothalliques, un mycélium homothallique est urcé@iym qui produit des organes
sexuels méles, féminins et des organes mascumpatibles entre eux, dont I'union
donne un zygote. L'autofécondation peut avoir (lBARPET, MONIQUE,

GOURGAUD, 1970). Les souches asporogéenes présententnaptitude a former des
spores, d'origine sexuée (BOURGEOIS, LARPENT, 19B€é3 levures se repartissent
entre 3 classes de champignons : les BasidiomydeteBeuteromycetes et les
Ascomycetes. Les Basidiomycetes possedent dessspoigasidiospores situées sur les
patries terminales de leurs ramifications appebéssdes (LECLERC etl., 1983). Les
Deuteromycetes chez lesquels un mode de reprodisgixuée nettement apparent n'a
jamais été mis en évidence (LECLERGEt 1983). lIs regroupent les formes
imparfaites des levures ayant des affinités ave@sEomycetes ou les Basidiomyceétes.
Les Ascomycetes ont un mycélium bien développéoetanné qui portent leur spore
dans des organes en forme de sacs (LECLERC, 40983). Les Ascomycetes
(Hémiascomycetes) se caractérisée par des ashes |i

La famille de Saccharomycetaceae est divisée soud familles:

- Schizosaccharomycetoidedge sont des levures se divisant par scissipetrp&uvant
donner un mycélium.

- NadsonioideaeCe groupe de levures a bourgeonnement bipolairgent quelques
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especes intéressantes appartenant au genre Hasgeraiflevures du vin participant au
démarrage de la fermentation alcoolique).

- LipomycetoideaeElles présentent un bourgeonnement et donnerdsipges en sac.
Leur intérét est moindre, sauf quelques especggneLipomyces

Les Saccharomycetoidepessedent des cellules bourgeonnantes et ont desssp

non fusiformes. Cette famille est divisée en ttoisus dont la plus importante est celle
de Saccharomyceteae a bourgeonnement multipoleg®gdurgeonnements successifs
apparaissent a partir d'une cellule naissent tosijen des endroits différents de la
surface cellulaire) (LECLERC el., 1983). Cette tribu regroupe de nombreuses especes
intéressantes pour I'industrie alimentaire et afgreant au genr8accharomyce£e sont
des levures alcooligénes des industries de ferremtgdorasserie, vinification, cidrerie,
boulangerie, diététique) ou des contaminants deduis sucrés ou alcoolisés. L'espéce
type est la levure de boulange8ecerevisiaeCette espece est utilisée en distillerie et
brasserie (levure haute). D’autres especes ougastpuent aussi un grand role. Il s'agit
deS. ellipsoidut S. oviformis (hautement alcooligéne), etc.... (JOSEPH, PIERRE-
GUIRAUD, 1998).

Depuis leur facilité de culture et I'innocuité d’'gnand nombre d’espéce en ont

fait des levures les microorganismes les plussésli Dans certaines fabrications, le
développement des levures est souhaite pour tramsfaine matiere premiére. C’est le
cas en panification ou les levures sont utilisérs faire lever les pates, dans
I'élaboration des boissons fermentées (biéres, ¢idse....). Elles sont utilisées pour la
production d’alcool industriel a partir de jus dettBrave ou de canne a suce ou de
mélasse ou ‘hydrolysat de céréales; mais aussi eotenprotéines et de vitamines
comme par exemple les vitamines du groupe B s@rslisous-produits industriels
comme le lactosérum, les vinasses, etc..... Lesdsvparticipent également a I'affinage
de certains fromages. En fin les bonnes connaissaie |la biologie moléculaire des
levures et les techniques de geni-génitique omhised utiliser des levures pour la
production de protéines animales et humaines colameesure, I’'hormone de croissance
humaine ou le vaccin contre I'hépatite B et lesyemes (BOURGEOIS, LEVEAU,
1991).

1.1.1.- Caracteres généraux des levures

[.1.1.1.- Morphologiques
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Les cellules de levures sont généralement ovoideplériques, parfois

cylindriques. Leur taille va de 2 a 3 microns etm§usqu'a 5 microns chez certaines
especes de levures. Les cellules peuvent apregdmmurement rester liées les unes aux
autres et constituer aussi un pseudomycelium.drlusoins différencié suivant les
genres ou les espéces. Dans certaines conditiansies levures peuvent produire de
mycéliums caractéristiques de champignons filamenteomportant des cloisons
transversales ou septa et présentant une croisapitede (BOURGEOIS etl, 1988).

I.1.1.2.-Caracteres physiologiques et biochimiques

Les levures étant dépourvues de chlorophylle smapables de produire les

composés organiques nécessaires a leur croissgactrale substrats minéraux comme
le font les végétaux supérieurs, les algues eggeslbactéries. Elles sont donc
saprophytes et quelques fois parasites. Pour teigsance, elles ont besoin d’oxygene,
de sources organiques de carbone, d’azote mingm@iganique, de divers minéraux,
d’'une température et d'un pH adéquats. Certainastid elles ont également besoin d’'un
ou plusieurs vitamines comme par exemple la thiarGiitamine B), biotine (vitamine
Bs), inositol (vitamine B), acide pantothénique (vitaming) EKARLSON, 1970)) et
d’autres facteurs de croissance. Toutes sont capdhltiliser le D-glucose, le D-
fructose et le D-mannose. Certaines levures predutes lipideslpomyces starkeyi
d’autre ont une activité lipolytique. Elles utiligede nombreux substrats carbonés soit
uniquement par voie oxydative (Cryptococcus, Rhodda), soit pour la plupart, aprés
une phase aérobie de démarrage de la croissamaaéf@bolisme fermentaire
(anaérobie) conduisant a la production d’éthandee€Q.

Les levures ne provoquent pas d’intoxications atitaees et seuleSondida
albicanset Ccryptococcus neoformargent pathogenes (BOURGEOISabt 1988).

[.1.1.3.- Croissance

La croissance en anaérobiose est seulement poasdides levures sensibles au
glucose, mais I'apport d’ergostérol, d’acides grasiturés et parfois de vitamines (acide
nicotinique) est essentiel car les molécules né E@sm synthétisées dans ces conditions.
Dans les cultures deaccharomyces cervisia@éveloppées en anaérobiose seulement
10% du glucose est converti en biomasse et lentessaincorporé dans I'éthanol, le
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glycérol et pyruvate parfois méme dans le succi(fateCHTER efal, 1981).

[.1.1.4.- Métabolisme

Toutes les levures sont capables d'utiliser le ggec

et le fructose. En ce qui concerne des di-, ti-polysaccharides, ils ne sont fermentés
gu’'apres hydrolyse a I'extérieur ou a I'intériewles cellules. L'intertase extracellulaire
hydrolyse le saccharose en glucose et fructoseaffiaose est faiblement hydrolysé par
cette enzyme en fructose et mélibiose. Ce derfast d’'ailleurs pas un substrat utilisé
par les souches d& cervisiae

Le glucose et le fructose pénétrent dans la celiatediffusion facilitée mais aussi
aprés phosphorylation (FRANKEL, 1982).

Les hexoses intracellulaires sont intégrés damsitade la glycolyse apres
phosphorylation par deux hexokinase et une gluesanLes hexokinases sont peu
spécifique et peuvent phosphoryler le glucosejuetése ou le mannose. L'une des
hexokinases est une enzyme multifonctionnelle igu@le dans la répression catabolique
(ENTIAN etal, 1984).

La teneur intracellulaire en ces enzymes va donditonner les performances
philosophiques des levures (BOURGEOIS et LARPENIB9).

Toutes les levures ne sont pas aptes a utilisesaleses d’azotes minéraux en

effet, Condida utilisassimile les nitrates alors q8accharomyces cervisiaa est
incapable. Les levures qui assimilent les nitragement les nitrites mais la réciproque
n'est pas vraie. Parmi les sources d’azote minkskels d’ammoniums donnent les
meilleurs résultats et pour les sources d’azotaroguie, les acides aminés sont
essentiellement utilisés en fonction des capadiédesamination des levures. La
croissance des levures est pus importante en meséacides aminees ou de sels
d’ammonium qu’avec des peptides (HAROING et KIRSO#79).

L'urée est utilisée par beaucoup de levure et dol@secroissances identiques a
celles obtenus avec des sels d'ammonium.

En I'absence d’'oxygene, les levures utilisent leevV&mbden, Meyerhof, Parnas”
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pour 'oxydation des hexoses, les deux dernier@sestde cette voie comportent la
décarboxylation du pyruvate en acétaldéhyde etdaation de ce dernier en éthanol.
Cette voie représente 95% la glycolyse cBeezervisiaeetC. utilis (BOURGEOIS et
LARPENT, 1989).

[.1.1.5.- Besoins nutritionnels

Pour leur développent, les levures ont besoin dgogés carbonés, qui procurent

a la fois la source d’énergie de composés rédaits forme d’ammonium. Quelques
levures peuvent utiliser les composés azotés oxyiliates) ou organiques pour la
synthese des protéines et des acides nucléiguasfirt’éléments minéraux variés. Les
besoins en vitamines varient suivant des esped@SEBEEOIS et LARPENT, 1991).

[.1.1.6.-Phénomene de floculation

La floculation des microorganismes est un phénona@nse rencontre

naturellement chez de nombreuses souches et geidrapssi provoquer artificiellement
(BOURGEOIS, LARPENT, 1996). C’est une propriété esires qui se manifeste
souvent dans les industries de fermentation algoel{brasserie) par lI‘agglutination (ou
floculation) des cellules et par une sédimentafievure basse) ou un montée (levure
haute) (PIERRE-GUIRAUD, 1998). Il s’agit Ia d'uneéthode de rétention séduisante car
elle fait appel a la méthode de séparation liqgiolde la plus élémentaire, la

décantation (GHOMMIDH et NAVARRO, 1986).

Il est possible de maintenir en activité de 60 @ d/L de levure sans contraintes
physiques au niveau des microorganismes (BOURGHM®RPENT, 1996).

Les agrégats formés peuvent comporter plusieutsioes de cellules, les
phénomeénes de transferts de matiéres prennentuaergrande important. C’est
pourquoi les levures ne doivent pas floculer errsde fermentation. L’éthanol a une
action positive sur la floculation alors que leglas gras insaturés sont plutot
déefavorable BEENALLAOUA et BELLAL, 1995). Des températures supérieures a 30 °C
inhibent la floculation, il en va de méme de 'armdose (BOURGEOIS et LARPENT,
1989).

[.1.1.7.-Reproduction
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La reproduction végétative se fait généralemenbpargeonnement. Dans
certaines conditions physico-chimiques d’environaetnles levures sporogenes peuvent
se reproduire par voie sexuée.

Reproduction végétative Lorsqu’on parle de bourgeonnement, cela donnasgpe
immédiatement aux levures. C'est le processus asaxaours duquel la cellule mére émet une
petite excroissance ou bourgeon qui augmente ke d¢as'organise a I'aide d'un partie du
matériel nucléaire et cytoplasmique de la cellaeeptale (LECLERC al., 1983). (ette
multiplication se traduit, lors de la séparatios dellules, par la formation d'une cicatrice de
bourgeonnement sur la cellule mere et d'une cigatté naissance sur le bourgeon (BELIN,
1972).Dans le mode de multiplication par bourgeonnenieng se forme pas deux
bourgeons sur le méme site (sauf cas de bourge@mdmpolaire) le nombre de
bourgeons par cellule se trouve donc limité (MILLERS83).

Reproduction sexuée: Les levures appartiennenEauaaryotes et de ce fait,

présentent les caractéristiques de la division tiggie: fusion des deux noyaux
haploides, formation d’'un noyau diploide. La pessise de la membrane nucléaire
pendant la division conduit a une structure erbéscautour desquels se forme une paroi
qui entraine la rupture de la membrane nucléaif@ndividualisation des spores.

Certaines levures sporogenes forment des sporedsynorte quel milieu, en
revanche, d’autres exigent des conditions de @nsou de sporulation bien
déterminées. En I'absence de ces conditions, wuedesporogenes peut se multiplier
indéfiniment par voie végétative (BOURGEOIS et LARNPT, 1989).

1.1.2.- Effet de quelques paramétres de la ferméation sur les levures
1.1.2.1.- Effet du glucose sur les levures

La concentration critique a la quelle le glucosamatabolisé en éthanol et €én

dépit d’un excés d’air se situé dans l'interval%a328 mg:t. Aux environs d’une
concentration de 5 md.len glucose, il y a inhibition de la synthése desymes
respiratoires. Le métabolisme est donc fermentaiet que soit le niveau d’aération. Ce
phénomeéne est connu sous le nom "effet glucoségftet crabtrée” (BOURGEOIS,
LARPENT, 1989).
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[.1.2.2.- Effet de I'éthanol sur les levures

Toutes les levures ne présent pas la méme setgsiilethanol. Les plus

résistantes sont les Saccharomyces que I'on udifise les procédés de fermentation
alcoolique pour I'élaboration des boissons ou titation d’éthanol industriel (la
tolérance a I'éthanol dépend de la compositionndesbranes cytoplasmiques des
cellules et en particulier des lipides. Cette cositmm dépendant elle-méme du milieu de
culture et de la température (LEVEAU et BOUIX, 1986

[.1.2.3.- Effet du CQsur les levures

Lorsque la concentration en €@u milieu atteint un taux de saturatiéw. bout de

guelques heures la fermentation s'arréte (LAISN& al. 1972).La croissance des levures
peut étre partiellement inhibée. Dans ces condition observe notamment une
diminution de la teneur en esters d’'acétate qusardpercussions sur I'arbme de la biere
(KIRSOP, 1981).

1.1.2.4.- Effet de la pression osmotique eed’'activité de I'eau sur les levures

L’effet de la pression osmotique varie d’'une souzhme autre. La plupart des
souches ne peuvent se développer pour des actidtésau inférieure a 0,90. Certaines
tolerent des pressions osmotiques plus élevéesspanndant a une activité de I'eau de
I'ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent (LEVEet BOUIX, 1979).

L’influence de la pression osmotique est a relier @ature des composés du

milieu, en particulier les sels qui ont un effdtilniteur qui s'ajoute a I'effet de la
pression osmotique. Par exemghgosaccharomyces rouxig plus xérotolérante des
levures, se développe dans des milieux sucrés aativité de I'eau de 0,60; mais tolere
seulement une activité de I'eau de 0,85 dans diesuxisalés.

1.1.2.5.- Effet de pH et de la température sua croissance des levures
L’optimum de pH pour la croissance des levuresevde 4,5 a 6,5 et beaucoup

d’especes tolerent de grandes variations de pls pkuvent encore se développer a pH
2,8-3,0 et pH 8-8,5.
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La température de croissance est comprise entrett3CQ-37°C. La levure

optimale se situant vers 25°C. Dans certains aasypltiplication végétative a encore lieu
vers 0°C ou légerement en dessous, mais le taarodesance est faible (BOURGEOIS
etal ,1988).

[.1.3.- Caractérisation et sélection des souchds levures

Deux types de levures sont en concurrence pouupth biereSaccharomyces
cervisiaedite de fermentation haute parce qu’elle montsweface en fin de
fermentation, eBaccharomycesvarum dite de fermentation basse, qui tombe au fond
de la cuve en fin de fermentation.

Les travaux de PASTEUR et de HANSEN ont attiré&dation sur l'intérét

d’utiliser des cultures pures de levures et faginpire conscience peu a peu de
I'importance des caractéristiques des souchesaiClétpoint de départ des travaux
visant a la caractérisation, la sélection et I'aanétion génétique des souches, qui sont
actuellement fortement stimulés par les récentaiaaty géni génétique.

Le choix de la levure, particulierement importamiplique de connaitre les
caractéristiques désirées, de disposer de testefiant de détecte et mesurer ces
propriétés et enfin d’avoir acces a une collectersouches susceptible de fournir des
souches proches de l'idéal recherché (STELOART4L97

Les nombreux tests qui ont été proposés, ont pajectif de caractériser les

souches sur le double plan des conditions rigoeraast standardisées qui permettent de
dresser pour la souche une véritable carte d'itierttiest la caractérisation intrinseque
(MASSCHELEN, 1972).

En second lieu, les résultats des fermentatiommhallé réduite et des
fermentations en usine fournissent des informatiel&ives au comportement des
souches dans les conditions réalistes : c’estriect@risation industrielle.

1.1.3.1.- Caractéristiques intrinseques

Le taux de croissance exponentiel sur milieu statsk& est une caractéristique
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utile, mais dépendante de la température et dengasition du milieu et ce critere est
donc d’'un intérét limité. Toutefois un taux de sg@Ence éleveé va souvent de pair avec
d’autres caractéristiques intéressantes notamnmenbonne efficacité fermentaire.

L’intensité fermentaire, quantité de g@rrachée a un substrat par n et par g de
levure dans des conditions déterminé, est un gat@metre intéressant. L’intensité
fermentaire du glucose, du maltose, les princigaubstrats fermentescibles du modt,
sont des caractéristiques dont I'influence suritiesge de la fermentation est
considérable.

La floculence est une autre caractéristique impéetaur le plan technologique.

Elle caractérise la plus ou moins grande tendaasdabures a s’agglutiner et a
sédimenter en fin de fermentation. Ce phénomena fiieculation dépend d’'une part des
caracteres génétiques de la souche et d’autrel@datcomposition du milieu. Les
mécanismes de la floculation est encore mal cCORAMADA et MURATA, 1984,

ROSE, 1993). Pourtant la maitrise de ce phénomsirneaeiculierement importante en
brasserie. D’'une part il détermine le degré d’«atéion» susceptible d’étre atteint, une
floculation trop précoce réduisant ce degré d’«aisdion»; d’autre part puisque c’est de
lui que dépend la quantité de levure en susperasiattraversage», il influe sur la
maturation et la clarification en fermentation setaire.

La résistance a I'alcool est également une prapmaportante pour la
fermentation de moQt a haute densité (CASEa1,€1984, Rose, 1993).

1.1.3.2.- Caractéristiques industrielles etlwix d’une souche

Son but est de connaitre avec autant de précisiempgssible le comportement

des souches dans les conditions industriellescétaportement, nous entendons a la fois
les caractéristiques de la fermentation (vitesaéi@huation au moment de la floculation)
et les caractéristiques organoleptiques du prddoriqué. Alors que les caractéristiques

intrinséques de la souche, les caractéristiqugsatkiction d’'une souche sont relatives a
une méthode de fermentation déterminée.

Dans ces conditions, les informations les plugsitdont fournies par l'utilisation
industrielle elle-méme. Des laboratoires qui distent des levures a de nombreuses
basseries peuvent collecter de telles informatsrscquérir peu a peu une bonne
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connaissance des levures.

Cependant, il serait important de tester directeradi@chelle industrielle une
souche nouvellement isolée et I'on préfere effagméalablement une expérimentation a
petite échelle dans des conditions simulant au xriggiconditions industrielles.

Le choix d'une levure pour une application détegrimmplique de connaitre les
caractéristiques de nombreuses souches et deifagkoix tenant compte de I'ensemble
de ces caractéristiques. BRYAN et COWAN (1979) psgmt une méthode pour
effectuer le classement des souches et le chonedouche convenant a un usage
déterminé. Selon ces auteurs, une souche destladeranentation continue, doit étre
recherchée parmi des souches présentant un haétakefjoculence associé a une forte
intensité fermentaire (BOURGEOIS et LARPENT, 1996).

1.1.3.3.- Particularités sur les levures saages

Les levures responsables de la contamination desratls sont souvent des

espéeces bien connues qui provoguent des changeimeésigables dans les produits. Ces
changements se manifestent sous deux aspects :

- L'un purement esthétique di a la présence phgsilgs levures (trouble ou pellicule en
surface des liquides), l'autre résultant du méiabe des levures (augmentation du pH,
ardmes particuliére; etc.....). La composition clojng des produits, la concentration en
O, la température et des facteurs du stockage refeteatiments sélectifs vis- a- vis des
levures et le nombre d’espéces capables de seog@eelest limitée a quelques unes. Les
levures tolérent mieux les sucres que les selsuetroissance est fortement ralentie aux
faibles activités de I'eau. Dans un produit, lagehde latence peut donc étre tres longue
et la croissance peut survenir localement si gaulest libérée (MOSSEL, 1977). On
distingue deux types d’altération:

- Altération aérobie: Des levures peuvent se df@pdEoen surface en créant un voile
(fleur du vin) et en dégradant I'alcool en eau & @Condida mycodermg))OSEPH-
PIERRE GUIRAUD, 1998).

- Altération anaérobie: Des levures «sauvages» amlaBrettanomycepeuvent
provoquer une fermentation anormale avec faibleéalgoolique, acidité volatile (acide
acétique) et mauvaises qualités organoleptiques.

Des troubles ou des pigmentations, des mauvais gbte mauvaises odeurs
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peuvent aussi résulter du développement de Zygbaemmyces, Saccharomycodes,
Schuzosaccharomyces, etc.. De I'acétate d’éthydegtee formé en exces par Koleckera,
Hansenséspora et d’autres especes (JOSEPH- PIERRRAUD, 1998).

[.2.- Quelques aspects sur le vinaigre et sa prodiimn

On fait remonter a plusieurs milliers d’annéeséaaliverte du vinaigre. La

fabrication du vin remontre a plus de 10.000. &rspeut imaginer que la production du
vinaigre est aussi ancienne, puisqu’il s’agi endaine maladie du vin (DIVIES, 1989).
Le vinaigre est décrit dans la bible et il congtittne matiere premiére utilisée par les
alchimistes. Les romains aussi développéerent sbsatibn comme boisson additionnée
d’eau ou d’'un mélange d’eau et d'ceufs (DIVIES, )98®ur en éliminer les impuretés
comme par exemple des bactéries et pour la reafla@ahissante (CACQE, 2002).

[.2.1.- Définition du vinaigre

Etymologiquement de vin et aigre, c’est du vin readyre par développement de
bactéries. Par extension est appelé vinaigre tmduf obtenu par fermentation acétique
de boissons ou de dilution alcoolique. La plupag dinaigres sont fabriqués a partir
d’alcools divers mélangés a de I'eau (DIVIE, 1989)

Le vinaigre est un liquide préparé a partir d’'uregigre appropriée contenant de
I'amidon ou des sucres, selon le procédé biologapuk double fermentation alcoolique
et acétique (CACQE, 2002).

1.2.2.- Place et importance du vinaigre

Le vinaigre est un produit essentiel dans la caidira de multiples usages. Il sert

de condiment. Il empéche I'oxydation des fruittégumes. Il prolonge la durée de vie
des aliments (CACQE, 2002). En outre, les ancieddetins arabes ont parlé du vinaigre
en citant ses effets utiles et nuisibles pour fdé&dl calme les douleurs d’estomac. Il
guérit la jaunisse. Il est bon pour la rate. Ihétee la soif. Il prévient les tumeurs. Il
facilite la digestion. Il améliore I'appétit. Il bae les brdlures, et il est utile pour les
fourmillements. Sa consommation abusive affaibktherfs et la vue et il jaunit la teinte
du vinaigre (KOUDAMA, 1990). Le vinaigre traditioahde dattes est connu depuis
longtemps. Il constitue un produit tres intéresganir les populations sahariennes, en
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particulier celle de la cuvette de Ouargla. Capleis de son utilisation comme
condiment, antioxydant, conservation d’aliment,.etcest aussi utilisé pour soigner
plusieurs maladies et infections tel que: les n@rii€te et de gorge, la constipation, les
pellicules, les toux, les pigUres des insectedhiékures, etc....Il est aussi utilisé pour
soigner plusieurs maladies et infections tels tpgemaux de téte et de gorge, la
constipation, les pellicules, les toux, les pigldes insectes, les brdlures, etc.... (ARAB
et GUEZZOUN; 2003).

[.2.3.- Processus de fermentation du vinaigre tditionnel de dattes

Apres triage et lavage des dattes on prend unermdsicelle- ci, on ajoute deux
mesures d’eau du robinet, le tout est mis dangarrme ou gargoulette. Celle-ci est
bouchée avec du gypse (Timchemt) ou avec du lifadimier, le tout est abondonné
pendant quarante jours a la température ambiatdePEL HADJ etal., 2001) De nos
jours, vu la rareté de ce matériel, des récipientplastique sont utilisés. Ainsi les deux
types fermentations alcoolique et acétique se dembsimultanément. Les vinaigriers
ont I'habitude d’enrichir le milieu de fermentatipar addition de produits divers, parmi
les quels nous citons des grains de blé, d’orgélatenel de coriandre. Le tout a raison
de sept (7) grains chacun. En plus de cela, certajoutent du piment du charbon, un
clou, quelgues pincées de sel de table (Auteyr(QULD EL HADJ etal., 2001).

Aprés quarante jours, on débouche la jarre oudipignt, on procéde a un

tamisage, le produit ainsi obtenu constitue leigirgatraditionnel. Certains vinaigriers
exposent leurs bouteilles de vinaigre au soleil d& provoquer le brunissement non
enzymatique et donc améliorer la couleur des vieaigOULD EL HADJ eal., 2001).

D’une fagon générale, vu I'exigence des microorgjiaeis en température
I'élaboration se déroule en automne.

Les levures utilisées au cours de cette bioconmersint tres répondues dans la

nature. Selon GUIRAUD et GALZY (1980), elles sonégentes a la surface des fruits
mais aussi sur les fleurs et feuilles, c'est l@lnitat naturel; donc présente sur les dattes.
Face a ce constat il semble nécessaire de présentatiere premiéere qui est la datte.

[.2.3.1.- Présentation de la matiére premierd®roduction de dattes
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La culture de datte constitue une base alimenparexcellence en raison de sa
grande richesse énergétique (ALOGALDI, 1988s principaux produits qu’'on peut
obtenir a partir du palmier dattier sont la dd#eyonc, le cceur, la séve, les palmes, la
fibrine, etc. Parmi les sous produits du palmiarpeut citer: le vinaigre de dattes,
I'alcool, le vin, la pate, la farine, le sirop, rael, le sucre et la levure alimentaire qui
sont tous obtenus a partir de la datte (BEN HARI®90; BRAHIM et KHALIF, 1998).
Pour le vinaigre traditionnel, il y a plusieurs sms pour leur fabrication.

Selon la composition en sucre et en eau, il yyp84 de dattes a savoir les dattes
molles, les dattes demi-molles et les dattes seches

- Dattes molles (Ghars)

Ces sont des dattes trop humide qui ferm@itéNIER, 1973). La plupart de
dattes molles ne contiennent pas de saccharosepdghitués de glucose (Travaux de
I'l.N.R.A.A., 1960 a la station d’El-Arfiane,).

- Dattes demi-molles (Deglet-Nour)

Parfois présente un léger excedent d’humidité (MER|I11973). Contenir en
partie égal du glucose et du saccharose (COOK B, B953) mais d’apres GERARD
(1960), elle est une datte a saccharose.

- Dattes seches

En plantation a la suite de vents secs et chautslda régions a climat aride ou
semi-aride chaud. Ces dattes devront étre réhugegdifMUNIER, 1973)Contiennent
1/3 de saccharase et 2/3 de sucre réducteur. lradehia datte mure est composée de
sucres, d’eau, de cellulose, d’éléments minéraabe groduits divers. Les sucres et I'eau
sont les constituants les plus importants et cag ddéments conferent par leur
proportion, la consistance de la chair (MUNIER, 397

La pulpe de datte est constituée de 2/3 de slifal'eau de cellulose, pectine,
cendre....etc.
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. . eau .. . R
Au stade immature la proportiorR—— —— est trés élevée, elle diminue a
matiére sech

mesure qu’augmente la qualité de la matiere s&&BeL(ABACI, 1988).

Il'y a 2 classes de dattes selon la valeur marehdres variétés de faible valeur
marchande sont destinées essentiellement a I'alatien de bétail. Ces variétés de
dattes sont les plus couramment utilisées darebléchtion du vinaigre traditionnel de
datte.

Les variétés a valeur commerciale sont des datligsegivent étre d’'une
commercialisation importante. Les principales wagéont Ghars, Deglet-Nour.
Toutefois, ces dattes sont tres appréciées. Etasmsi largement utilisées en vinaigrerie
traditionnelle.

Les Sous produits de dattes selon BOUABDALLAH (199€s jus de dattes, les
sirops de dattes et les sucres liquides, les emafite dattes-non pasteurisée, les
marmelades de dattes, les farine de dattes, ldslendattes, etc..

1.2.3.2.- Processus de fermentation alcoolique

La production d’alcool éthylique par la levure eshnue depuis d’antiquité trois siecles

avant notre ére. Les pharaons connaissaient I'atagud permettait d’obtenir un liquide
concentré en alcool & partir de milieux fermenté&scool de riz est fabriqué dés 1™ siécle

en chine. |l faut attendre le 9éme siécle pour geiprocédé utilisé en Europe. ARNAUD de
VILLENEUVE, au 12™siécle, invente I'eau de vie. En 1753, GILLES deMBERVILLE
distille de cidre et invente le "Calvades". Maiest’a partir de NAPLEON®Ique I'industrie
sucriere née de la betterave. Elle sera a la lmsgérdable industrie de I'alcool qui est tout & fa
différente des ateliers artisanaux de producti@aud’de vie de fruits (PRESCOTT, HARLEY et
KLEIN, 2003). Alors que ces derniéres étaient dests a la dégustation, I'alcool de betterave
sera utilisé a des fins chimiques ou dans l'indeiste la parfumerie. Depuis, de nombreuses
matieres premieres ont été utilisées pour prodigrkalcool. La fermentation alcoolique se
déroule en milieu anaérobie. Elle est assuréegmleyures de genre Saccharomyces qui sont
présentes naturellement sur les fruits comme lgegd&lles sont principalement basées sur
transformation des sucres, essentiellement glueolsactose, qui pénétrent dans la cellule de la
levure par diffusion facilitée et subissent uneggtmrylation aboutissant a la fin de la
fermentation a I'alcool éthylique, mais aussi dpraduction de différents composés qui
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accompagnent cette production d’alcool et jouantdlm organoleptique majeur sur la qualité du
produit (Bourgeois et al, 1989; LARPENT, 1991).rEaction de fermentation alcoolique se
déroule selon I'équation suivante :

Glycolyse éooxylation
CeH1.06—>2CH,;-CO-COOH » 2GBHO—*> 2CHCH,OH+ 2CQ
Glucose Pyruvate Acetaldehyde Ethanol

1.2.4.- Technique d’élaboration du vinaigre traditionnel

La technique d’élaboration du vinaigre traditiondeldattes est basée sur une

double fermentation combinée, anaérobie et aérQlatte bioconversion utilise des
levures et des bactéries acétiques présentes lfenenst dans la datte, ce qui entraine
une production d’éthanol qui est transformé enaeaicktique. Ce procéde differe du
procédé industriel. Les deux réactions biotechriglogs se déroulent en méme temps,
bien que les exigences des organismes unicellslaire en jeu différent en matiere
d’'oxygéne (SEBIHI, 1996).

Levure Acétobacters
Sucre » Alcool éthylique » Acide acétique
Anaérobie Aérobie

La fermentation alcoolique se déroule en milieuéaobie. Elle est assurée par des
levures du genre Saccharomyces qui sont présestieellement sur la matiere
premiére. Le processus de la fermentation acétigaesient dans la fabrication du
vinaigre (GUIRAUD, 1998). Elle assuré par les abatters qui oxydent I'’éthanol en
acide acétique en présence d’'oxygéene. Elle metiedgs déshydrogénases
membranaires liées a des cytochromes (LAFRONL AFO19R9; BOURGEOIS l,
1989) selon la réaction suivante :

Alcool Acé&téhyde Acide orgargqu
CH;CH,OH » CH;CHO ¢EOOH

Ethanol Déshydrogénase Acétaldéhyde Déshytiase Acide acétique

v

1.2.5.- Caractéristiques du vinaigre
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L’Arréte interministériel du 25 novembre 1997 rélaux spécifications

techniques et aux modalités et aux conditions deanta consommation des vinaigres.
Conformément a l'article 02 du décret, la dénonamavinaigre est réserve aux liquidées
préparés exclusivement a partir d'une matiere gppe contenant de I'amidon et/ ou
des sucres. Cette arrété interdit I'utilisationcitie acétique, I'acide pyroligneux d’aide
minéraux et de vinasse dans la fabrication desgresainsi que leur addition des ces
méme produits (CACQUE, 2002).

Le vinaigre n’est pas un aliment dangereux au gpéamtaire en raison de son
acidité (pH=3) (GUIRAU, 1998). Cette acidité réatidu métabolisme des micro-
organismes acidophiles présents dans le vinaigreamqribue a la diminution du pH.
Parmi ces micro-organismes se trouvent les levigesnoisissures et les bactéries
acétiques (MICHEL, 1974).

Le vinaigre doit renfermer au moins 6% d’acide séédécrit du 28 juillet 1908.
Modifier par le décrit du 26 mars 1924 (GUIRAUD 98).

Le dosage de I'alcool permet de suivre I'acétifmatau cours de la fabrication du
vinaigre. Les vinaigres artificiels ne contiennpas d’alcool. Les vinaigres d'alcool ne
doivent pratiguement pas en renfermer (0,05 a 20&6) vinaigres de vin en renferment
des quantités variables. Selon la marche de Ifgadion des quantités peuvent aller
jusqu'a 2,5 pour 100 ml sont fréquemment trouMéabsence totale d’alcool permet de
conclure a une substitution de vinaigre artifieigk vinaigres de boissons fermentées. La
teneur en extrait sec soluble de vinaigre de viri &sg/l pour 1% d’acide acétique. Pour
les vinaigres de fruits, ils sont de I'ordre 2 gplur 1% d’acide acétique. Au moment de

la fermentation les sucres forment la principalerse de carbone pour les micro-
organismes (LARPENT, 1991).

Toutes les levures sont capables d'utiliser le @gdecet le fructose pour la

production d’éthanol en présence d’oxygene. Lertutignts facultatifs du vinaigre sont
suivant les techniques mais aussi selon la quaiganoleptique recherchée : des herbes
condimentaires, des épices et des fruits ou partiesctrait de ces vegétaux
(aromatisants), du lactosérum, du jus de fruit| etiesels alimentaires.

1.2.7.- Production de dattes et de vinaigre
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La production mondiale de dattes évaluée par la FAO, faite une pointe en

1996 a 4.492.000 tonnes. Les plus grands producteurs sont UIran (765.000
million de tonnes) suivie de UEgypte (680.000 million de tonnes), ’Arabie
Saoudite (597.000 million tonnes), UIrak (550.000 million de tonnes), le Pakistan
(533.000 million de tonnes), I’Algérie (361.000 million de tonnes) puis les Emirats
Arabes Unités et d’autres pays (240.000 million de tonnes). Les producteurs
significatifs sont la Libye, le Maroc, le Soudan, la Tunisie, la Chine, ’'Oman, le
Yémen, le Quater, le Bahrayn, les Etats-Unis et la Jordanie.

Cependant les pays européens producteurs de sattegent la Turquie et
I'Espagne

L’Algérie est I'un des principaux pays phoeniciclees dattes constituent la

matiere premiére pour I’élaboration d’un bon nomibegoroduits alimentaires, parmi les
guels le vinaigréBRAHHIM et KHALIF, 1998). La production mondiale denaigre est
estimeée (exclus la Chine et 'ex-URSS) a plus d&1@illions de litres par an a 10%
d’acide acétique (DIVIES, 1989). Cette productiooyent d’une multitude de vinaigre
savoir: vinaigre d’alcool, de vin, de cidre, dergode betterave, de glucose, de petit lait,
d’herbe, etc..... . La production acétique a baseatie reste encore mal connue.

Certains pays avec UIrak en téte s’orientent vers les industries de
transformation des dattes. L’Algérie en dehors des usines de conditionnement ne
possede aucune usine de transformation de la datte. Cependant, les dattes
possedent un pouvoir historique et une origine profonde dans les coutumes et les
habitudes alimentaires de ’homme saharien. Les dattes constituent la matiere
premiére pour l’élaboration d’un bon nombre de produits alimentaires parmi
lesquels, le vinaigre.

Certes des études pour la valorisation des dattesncines algériennes ont vu le

jour. Citons a cet effet MAATALA (1970). Cette éruthisse apparaitre I'utilisation des
dattes dans I'élaboration de certains produits ceterwin, I'alcool, le vinaigre par
fermentation. CHEICK (1995) étudie la productioaldbol et de vinaigre par quatre
variétés de dattes communes (Dégela Beida, Teghthaihraya et Assabri) de la cuvette
de Ouargla. SEBIHI (1996) recherche quelques paraméde la qualité hygiénique et
biochimique du vinaigre traditionnel de quelquesétas de dattes de la cuvette de
Ouargla. Une étude de ARAB et GUEZZOUN (2003), @ntlie les vertus
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thérapeutiques du vinaigre traditionnel. Les gaalltygiéniques et caractéristiques
physico-chimiques du vinaigre traditionnel de quelgvariétés de dattes de la cuvette de
Ouargla, sont rapportées par OULD HADJ, SEBIHEEBROUKEUR (2001).

1.7.- Qualité hygiénique du vinaigre

Selon GUIRAUD (2003) pour qu’'un microorganisme vouese développe, il doit
trouver dans le milieu les éléments nécessaires aytheses. Le vinaigre contient peut
de micro-organismes lorsqu’il est prélevé danshaemes conditions. Il s'agit
essentiellement de levures, de bactéries acétigasdactéries acétiqgues sont des
bacilles Gram négatif (-), parfois allongés, aspsugénéralement mobiles. Elles sont
aérobies strictes (GUIRAUD, 2003).

Pour les levures, elles sont des microorganismesrgotes unicellulaires. Elles
provoquent la fermentation alcooligugaccharomyces cervisia&gur but
essentiellement est la production d’éthanol qui s@mme substrat d’élaboration de
vinaigre.

Toutefois, les moisissures qui arrivent a se maintians le vinaigre, conduisent
en général a une modification de la qualité nainitielle et de la qualité organoleptique
(LARPENT, 1991).

Le vinaigre subit rarement une analyse microbialagi L'analyse de la qualité
hygiénique se base sur la connaissance de larfimr®bienne existante dans le produit
alimentaire. De nos jours I'analyse de la florenoiienne reste la meilleure méthode
d’appréciation de la qualité d’'un aliment (PETRANESKXE etal, 1981).

Cependant, il peut étre intéressant d’étudier tareade la flore active ou
eventuellement contaminant. Les contaminants les g¢nants sont des levures et des
bactéries oxydant I'acide acétique.

Le vinaigre n’est pas un aliment dangereux au gpéamtaire en raison de son
acidité. Il est donc intéressant de déterminerts@aceétique (JOSEPH. PIERRE
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[I- Méthodologie de travalil

I1.1.- Choix de matériel d’étude

Pour la présente étude notre matériel d’étude sgose de quelques variétés des
dattes, car les souches de levures de type saleigent naturellement sur la datte. Les
cultivars de dattes sur lesquels a porté notrexclsmint celles couramment utilisés en
vinaigrerie traditionnelle de dattes du Saharaesgpbnal Est Algérien.

Les variétés de dattes proviennent de 3 zones esndans la production du
vinaigre traditionnel de dattes. Il s'agit de laxdité de Touggourt, de Ghardaia et de
Ouargla. Afin de multiplier notre probabilité denoentre de plus de souches sauvage de
levures, dans chaque habitat de récolte 3 cultiggrsdattes sont choisis. Ainsi a
Touggourt les variétés Degla- Bayda, Hchef-DegletiNet Hamraya sont retenues. Les
variétés Deglet-nour, Degla-bayda et Hamraya smpultés a Ghardaia. Pour Ouargla ce
sont les variétés Deglet-Nour, Techerweit et Hayaha

De méme sachant que les levures subsistent danslgre traditionnel de dattes;
de chaque localité est récolté du vinaigre tradited de dattes. Dans la localité de
Touggourt les vinaigres traditionnels échantillanrsont produits a partir de Degla
Bayda, Hchef Deglet Nour et Hamraya. Les vinaidraditionnels de dattes de Deglet-
nour, de Degla bayda et de Hamraya sont récol@kaiidaia. Pour Ouargla, ce sont les
vinaigres traditionnels de Deglet Nour, Techerweitlarchaya.

[1.2.- Principe

La présente étude porte essentiellement sur laerelce et l'identification des
souches de levures du terroir phoenicicole de geslgones du Sahara septentrional Est
Algérie. Elle concerne I'étude de la faculté deaees especes du genre Saccharomyces
a degrader substrats quels que des sucres simples pitrates.

[1.3.- Méthode de récolte
Sachant que nous tentons d’isoler des souchesdalns conditions ambiantes,

les dattes sont récoltées séparément dans dedssachgapier kraft et entreposées dans
les conditions du laboratoire
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Les échantillons de vinaigres sont récupérés damsfldcons en verre stérile de
contenance allant de 100 ml. Les flacons sont pogses a la température ambiante.

[1.4.- Méthodes d’analyse

L'analyse microbiologique comporte la recherche stesches de levures locales
issues des dattes ou des vinaigres traditionnetdtés, leur isolement, la purification des
souches de type saharidh.sera question de la conservation des souchdéescet
purifiées. Une étude teste va permettre de détemhéncaractére industriel des souches.

A cet effet, pour I'isolement et principalementgntification des levures de type
saharien, dans le cas des vinaigres traditionredgldttes, a partir de la solution mere, il
est procédé la méthode de dilution. Pour les d&tesethode de d’écouvillonnage de la
surface est utilisée pour le prélevement. Cettehau# consiste a l'utilisation d'un
écouvillon de coton hydrophile stérilisé. Avant lpuement I'extrémité de I'écouvillon
est trempée dans une solution stérile d’eau. Léeyeénent est ensuite effectué par
frottement sur une surface déterminée. Aprés awailayé la surface délimitée,
I’écouvillon est alors trempé et agitée dans ure todntenant 10 ml de milieu de culture.
L’analyse sera effectuée a partir de la susperaimi réalisée (GUIRAUD, 1998).

Photo 1: Méthoded’écouvillonnage
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Il est réalisé des dilutions de 1 ml d’échantili@spension mére issue de dattes ou de
vinaigre de dattes) est ajouté 9 ml d’'eau distikbérile. Aprés homogeénéisation, la
solution mére d'étude & TCest préte. Il est procédé une seconde dilutiangjusqu’a
10*. Pour cela dans 4 tubes & essais stériles comtehacun 9 ml d’eau distillé stérile
nous effectuons des dilutions de’1jdisqu’a 10* & partir de la solution mére issue des
vinaigres de dattes de méme que pour les solutihgmes issues des dattes par la méthode
d’écouvillonnage de la surface.
[1.4.1.- Milieu de culture

La plupart des denrées alimentaires contenantelesds renferment également
des bactéries et parfois des moisissures. L'isaktntes levures en vue de leur
identification ou de leur numération peut donc dedea I'emploi de milieu sélectif doté
de propriétés antibactériennes et si possibleangifiues. Les milieux a base d’extrait de
levure ou de malt sont utilisés.
Les milieux gélosé sont principalement milieu atexyacycline (OGA), milieu a moQt de
biere gélosé et modt de raisin gélosé (GUIRAUD, 899

La technique d’isolement consiste a prélever 0,8endolution mére et 0,1 ml des
dilutions l'aide d’'une pipette pasteur pour enseceerun milieu OGA coulé dans une
boite de Pétri. Les boites sont incubées a 25 éadant 48 heures (Fig. 1).

Iml Iml

i |

& <«1— 9 ml d’eau physiologique —»
\_/ u

Solution mere

|
Incubation a 25 °C pendant 24-48 heures

Figure 1- Technigue d’ensemencement sur milieu OGA a pagtsaution mere et des dilutions
jusqu’a 1¢*
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11.4.2.- Purification des souches de levure

Pour assurer la purification des souches, fait lagppkes isolements successifs sur
milieu OGA. Les colonies issues des derniers isel@s sont ensemencees sur tube a
gélose incliné. La vérification de la pureté de dauche s’effectue par plusieurs
repigquages sur tube incliné en milieu solide.

Aprés lincubation, I'observation des caractéreffuraux permet de désigner la
pureté des souches. L’examen microscopique essé&éalpartir des colonies suspectes
isolées sur milieu de culture précédent (Fig. 2).

Incubation a 28°C pendant 48 heures

—

Boite résultant
de lisolement des levures

Observation au microscope > @

Prelevement des colonies
bien distincte

l
@

Incubation du milieu solide OGA a
la température 25°C pendant

Observation au microscope Incubation a 25°C pendent 48 heures

®

Figure 2- Différents étapes de purification des levures
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[1.4.3.- Identification des souches des levures

L’identification ne peut étre effectuée que sur wwmiche en culture pure
préalablement isolée sur un milieu gélosé pourrkevles criteres d’'identification des
levures peuvent étre répartis en 4 groupes :

- Caracteéristiques culturales,

- Caracteéristiques morphologiques des cellulestafiges,

- Caractéristiques sexuelles,

- Caractéristiques physiologiques (BOURGEOIS, LEWEA980).

[1.4.3.1.- Caractéristiques culturales

Il s’agit d’examiner I'aspect des cultures en mlikquide et sur milieu solide,
aprées incubation a 28 °C aprés 3 jours ou plus. dagactéristiques des cultures sont
notées. Elles font appel a la taille, la formeaepigmentation des colonies de levures
(BOURGEOIS, LEVEAU, 1980).

11.4.3.2.- Caractéristiques morphologiquedes cellules végétatives

Les caractéristigues morphologiques des cellulgétaéives sont étudiées d’'apres
des préparations microscopiques effectuées entre & lamelle a partir de cultures en
milieu liquide et en milieu solide (BOURGEOIS, LEXB, 1980). L’examen a lieu a
partir du milieu liquide ou du milieu solide a pa#ones au moins. Pour I'observation
microscopique utilisée des préparations a l'étatsfrau grossissement x10 puis x40
(JOSEPH- PIERRE et GUIROD, 1998). L’étude microsgoe permet de défini:

- La forme soit sphérique, ovoide, allongée owalbet des cellules en milieu liquide et
sur milieu solide;

-Le mode de reproduction végétative par scissgpanit bourgeonnement et dans le cas le
nombre et la position (polaire, latérale) du (as)dbourgeon (s) sur la cellule mere
(BOURGEOIS, LEVEAU, 1980).

11.4.3.3.- Caractéristiques physiologiques

11.4.3.3.1.- Fermentation des sucres €thnique de Guerra)

Les sucres a étudier concernent le glucose, lghaaase, le lactose, le maltose et
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galactose. Cette étude nécessite la présence dmmoirt. Reparti le milieu
d’enrichissement pour le développement des leviwas annexe) dans des tubes a essai.
Pour chaque boite de Pétri d’isolement de cultune p6 tubes a essai remplis sur une
hauteur de 5 cm environ sont utilisés. Les su@st®$ sont le glucose, le saccharose, le
lactose, le maltose et le galactose, T 6ert de tube témoin. Ajouter par tube 5 gouttes
d’'une solution stérile a 30% de I'un des 5 sucrétugier plus le tube témoin qui sera
sans sucre. |l faut ensemencer en profondeur ctempuehe de levure sur une gamme de
cing tubes plus un témoin. Ajouter a la surfaceliquide de chaque tube quelques
gouttes de paraffine molle fondue et stérile guise refroidissant, former un bouchon. Il
faut incuber les tubes a I'étuve a 25°C. Aprés @drés au moins constater les résultats.
Le test d’'un résultat positif se manifeste le seaigent plus ou moins du bouchon de
paraffine, suivant le pouvoir fermentaire de lagdmétudiee (GUIRARD, ROUGIEUX,
1958).

11.4.3.3.2.- Assimilation des composeées carbonées (méthode
d’auxanographique)

La méthode auxanographique a été mise au poiBPRIERINCK pour I'étude

de la consommation de différents métabolites pamaieroorganismes en cultivant ceux-
ci sur un milieu nutritif synthétique solide auqguedt ajouté, par endroit le produit a
essayer. Dans le cas de I'étude de lI'assimilates abmposés carbonés, est utilisé pour
le milieu minéral synthétique gélosé qui ne cortjas d’aliments carbonés. Verser dans
une boite de Pétri stérile, 2 ml de suspensioevdeé dans de I'eau de levure puis couler
un tube a essais de milieu minéral synthétiquedaidamener a 40 °C, mélanger. Porter
la boite a I'étuve a 25 °C jusqu'a ce que la serffe milieu soit séche.

Déposer en difféerents points les composés carb@néster: glucose, saccharose,
lactose, maltose, galactose.

Mettre les boites munies de leur couvercle a iac@h25°C, examiner apres 24 a
46 heurs. Autour des dépdbts du composeé a tesiarogg, saccharose, lactose, maltose,
galactose). Il y a développement de colonies derésy si le test est positif (GIRARD,
ROUGIEUX, 1958).

[1.4.3.3.3.- Assimilation des composégotée (nitrates)
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La méthode est similaire a la méthode d’auxanoggaghseulement le milieu
minéral synthétique solide de composition suivaméecontient pas d’aliment azoté.

Aprés, ensemencement de la boite de Pétri par denduspension de levure et
solidification, il est déposé en différents poietsséparément des traces de nitrate de
potassium ou de sodium et de sulfate d’ammonium.

Apres 1 ou 2 jours apparait le développement plusoins intense des colonies
de levure autour des dépobts de nitrate. Le développt est a celui du produit autour des
dépdts de sulfate d’ammonium (GIRARD, ROUIGIEOX5&® (Fig. 3).

Encensement des colonies

Anse —» /C

=

=

=

Milieu eau de Milieu minérale Milieu minérale
levure + synthétique synthétique
solution des gélose solide ne
sucres contient pas de
aliment azote

Test de Test de la Test de la
fermentation assimilation des assimilation des
des sucres composes nitrates

gélose




Chapitre Il Méthodologie de travail

5 gouttes de Ensemenceme Quelque goutte

solUllon des soucht de huile de
5c¢ | -
" - ncubation 24
heure a 2°c

Eau de
h % H
Resultat - Résultal-
a- Test de fermentation des sucres
< 2ml
N4
Eau de levure
+souche
— oo~
= = — ® . @
A
melana: Secha¢ quelque cristaux Des colonies
a2%c  des sucres tes Test +
MNe————1
\__/
Milieu mineeale synthetique
gelose a 46

b- Test dela assimilation des sucres
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Iml
>
v
\__/
Eau de
— > D
levure @ @ NS > @
* mélanae Séchage  quelque cristaux Des colonies
a25°C de nitrae Test 4
N——1
\__/

Milieu minerale synthetique
Solide ne contient pas de
aliment azote (a 40°C)

c - Test dela assimilation d'azote

Fig 3 (a,b,c) : Identification des levures isolées
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[I- Résultat et discussion

Au vu des résultats regroupés dans le tableau® &Ua lecture des différentes

boites ensemencées sur milieu OGA a I'oxytétranggtiour favoriser le développement
des levures en inhibant celle des bactéries, iagpdeux types colonies de souche de

levures suivant la taille. Les colonies du typeitsie petite taille contrairement a celles
du type 2 qui sont de grandes tailles.

Il est & noté que les colonies issues du typestllisses. Elles présentent une

coloration de couleur creme brunatre. Celles de B/gont de forme rugueuse ayant une
coloration jaunatre. Ces différentes caractéristode la morphologie des levures est
remarquable pour les différentes dilutions desresuPour GUIRAUD et GALZI

(1980), les propriétés morphologiques des colovégient avec les espéces de levures,
mais aussi peuvent intervenir les conditions deuceltempérature, pH, milieu....). De
méme pour LECLERC etl. (1983) Les colonies rugueuses sont formées paeleires
ayant séjournées longtemps dans les milieux dareuttu isolées apres plusieurs
passages en cultures ou par les levures traditiesrdomiciliaires des ateliers de
fermentation.

Tableau 3-Caractéristiques des colonies des différents ditloais ensemencés

Dilution | Type de colonies

Type 1 Type 2

10° Colonie de petite taille, lisse| Colonie de grande taille,
de couleur creme brunatre | rugueuse, de couleur jaunatre

10" Colonie de petite taille, lisse| Colonie de grande taille,
de couleur creme brunatre | rugueuse, de couleur jaunatre

10° Colonie de petite taille, lisse| Colonie de grande taille,
de couleur creme brunatre | rugueuse, de couleur jaunatre

10° Colonie de petite taille, lisse| Colonie de grande taille,
de couleur creme brunatre | rugueuse, de couleur jaunatre

10° Colonie de petite taille, lisse| Colonie de grande taille,
de couleur creme brunatre | rugueuse, de couleur jaunatre

L’examen microscopigue des souches de levuresv@ededes différentes
colonies, au grossissement 10x10, laisse appadasré&evures de forme ronde ou ovoide.




Chapitre 1lI Résultat et discussion

Elles se groupent en amas, mais aussi en chatneée paires sous forme de
bourgeonnement. Il semble en reproduction végéakiou une multiplication intense.
De méme les levures se montrent sous formes isotéesie le montre les photos : 1, 2
et 3.

Les résultats du tableau 4 relatifs a I'isolemesd l@vures, confirment les

différentes formes rencontrées apres observatiorostopiques. Certaines souches de
levures des échantillons analysés, laissent appadas colonies de petites tailles
condensées apres une incubation sur boites depeattant 48 heures a 25°C. Cela di
certainement a la dilution, mais aussi au tempwxdbation.

Tableau 4 — Caractéristiques et aspect au micrestep levures
Issues des différents échantillons

Zone ) Aspect des Mode de Couleur des o,
Produit ) , mobilité
= colonies groupement | colonies
‘g Vinaigre de rond Amas, Creme
§ Hamraya Chainette Brunatre | Immobile
2 Paires Lisse
Vinaigre de rond Amas Creme
Degla Beyda Chainette Brunatre | Immobile
Paires Lisse
Vinaigre de Rond Amas Creme
Hchef Deglet Chainette Brunatre | Immobile
o Nour Paires Lisse
K Vinaigre de Rond Amas Creme
8 Deglet Nour Chainette Brunéatre | Immobile
O Paires Lisse
Vinaigre de Rond Amas Creme
Degla Beyda Chainette Brunéatre | Immobile
Paires Lisse
Vinaigre de Rond Amas Creme
Hamraya Chainette Brunatre | Immobile
Paires Lisse
Vinaigre de Rond Amas Creme
Degla Beyda Chainette Brunatre | Immobile
Paires Lisse
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Vinaigre de ovoide Amas Jaunatre-

Techerwiet Chainette Rugueuse | Immobile
Paires

Vinaigre de ovoide Amas Jaunatre

Harchaya Chainette Rugueuse | Immobile
Paires

Les résultats du tableau 4, montre que tous lesndidlbns de vinaigre de dattes en
provenance des différentes localités du SaharaBpnal Est, présentent des aspectes
des colonies de levures plus ou moins uniformedideur des colonies va deme
brunatre a jaunatre. La forme de colonies est daem@nde a ovoide aux contouph0to ??7?).

Au Sahara la température subsiste un facteur paléveloppement des levures.

La plupart des levures ne sont actives qu’entr€¥3°35 °C. Certaines recherchent des
températures élevées se situant entre 40° et 4et’@autres a des températures plus
basses de 0 °C. ou de 15° & 20 °C. peuvent séopgpee (FOULONNEAU, 2002).
Néanmoins, certaines souches de levures peuvenseimaintenir dans cette zone aride.
Des souches de levures issues de la région de lQsargéveloppent parfaitement sur
milieu OGA et donnent des colonies apparaissaneen types (photo 4, 5).

Tableau 5 — Tests d’identification des souchesderke

Test de fermentation des sucres Assimilation
Genre Glucose| Saccharose| Lactose | Maltose | galactose| des nitrites

Saccharomyces + + - + + -

Les sucres sont en premier fermentés par les Iewamrdiquide. Appelée aussi
fermentation éthanoique, la fermentation alcooligstedéfinie comme une fonction
anaérobie générale du monde vivant (BUGNICOURT 5198ependant, le métabolisme
des levures et l'activité fermentaire dépendenadgrésence ou de I'absence dians le
milieu. En aérobiose les levures se multiplienti@diat plus que la quantité ¢'O
disponible est importante, utilisant les sucres poaduire de nouvelles cellules plutét
gue de l'alcool. En anaérobiose les levures prelifedifficilement en quelques
générations de plus en plus dépeuplées qui sormbpare, particulierement aptes a
transformer le sucre en alcool et en,GEBDULONNEAU, 2002). Toutefois, comme tout
étre vivant, la levure a besoin selon la souchHéménts organiques et minéraux pour
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assurer son métabolisme. Il s'agit plutét d’élememnéraux, des substances azotes et de
vitamines, d’acides aminées, etc. (FOULONNEAU, 200ENG-GYANG, 1984).

Les testes de fermentescibilité des sucres recherclhifférencier les différentes

souches du genre &accharomycd_es résultats du tableau 5, révelent que legrdifits
sucres testes dont le glucose, le saccharose |tesmde lactose et le galactose, seul le
lactose est non fermentescible. Il apparait qeelehe de levure étudiée peut fermenter
guatre sucres dont le glucose, le saccharose,ltesaat le galactose. Ces
caractéristiques fermentaires indiquent que lals®en présence semble étre
Saccharomyces cerevisi@ableau 5). De méme, cette affirmation se confipaela
formation d’'une voile au cours de la dégradation slecres étudiés (photo 6).
Parallelement, I'étude de la discrimination deseesp du genre Saccharomyces, leur
faculté d’assimilation des sucres et celle dasitgis montre que I'espéece étudiée est
Saccharomyces cerevisi@ar il est a remarquer que cette espéce de |éxitire
I'assimilation des quatre sucres sauf le lactosgs n'assimile pas le nitrate de
potassium (tableau 6). La photo 7 montre I'aspestablonies qui n'assimile pas le
nitrate de potassium. Pour BOURGEOIS et LARPENDG)9les procédés de
fermentation qui reposent sur I'utilisation desules ne mettent en jeu que trois espéces :
S. cerecivisiagbrasserie, vinification, distillerie, panificatip Candida utilis
kluyveromyces fragilifevures aliment) et plusieurs autres especesrsaonbntrées en
vinification.

Toutes les levures sont capables d'utiliser le ggecet le fructose. Concernant, les

di-, les tri- ou les polysaccharides, ils ne sdilisés qu’aprées hydrolyse a I'extérieur de
la membrane plasmique. Chez certaines levurexthaeose, le maltose ou le lactose
peuvent étre transportés a l'intérieur de la celpdr transport actif impliquant un
transporteur et de I'énergie. Le D-glucose, le ixfose et le D-galactose pénetrent chez
S. cerevisiagar un transporteur mais sans apport d’énergesleres simples sont
phosphoryles lors de leur entrée dans la celluU@UUBGEOIS et LARAPENT, 1996).

La glycolyse constitue la premiére grande étapla fermentation alcoolique des

levures (SCRIBAN, 1999). Il faut noter que malgaallfférence qui apparait au niveau
des aspects cellulaires a I'observation microsaopet des colonies issues des différents
echantillons de variétés de vinaigre, il apparaé lgs résultats des tests de fermentation
des sucres et de I'assimilation des sucres ouittesas sont les méme pour tous les
vinaigres de dattes étudiés quelle soit leur pramea. Tous les vinaigres traditionnels
des différentes variétés de dattes renfermengltesaccharomyces cerevisiae
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Conclusion

La contribution a la recherche des différentes Besi@e levures sur les dattes et
dans les vinaigres traditionnels échantillonnésiaaau de trois zones d’étude a travers
le Sahara septentrional Est Algérien révele lagmés d’'un seul genre représenté par
Saccharomyced.a présence de ce genre est noté aussi bien sulifférentes classes
biochimiques des dattes investies que dans le@rdiffs vinaigres issus du savoir faire

local des différentes localités dont Touggourt, Qlaaet Ghardaia.

Les tests biochimiques ont permis d’identifier laégence de présence de
Saccharomyces cerevisia€ette souche levure se maintient naturellement @hara
quelles que soit les conditions extrémes du miligle se retrouve sur la datte au niveau
du palmier mais aussi apres la récolte. Elle adatant des millénaires domptée par les
populations de cette zones arides dans |'élaboradi® nombreux produits fermenté

notamment en bioconversions dans I'élaborationidaigre traditionnel de dattes.

La présence d'un seul genre sur les dattes etlelamnsaigre traditionnel confirme
I'avantage de faciliter la possibilité de retrouuame souche a caractere industriel parmi
les autres souches non identifiées. A cet effegsil important de mieux connaitre le
métabolisme, la physiologie et la génétigueSdecharomyces de maniére a maitriser

leur utilisation.

De plus en plus de nos jours, la politique indeiegide I'Algérie s’oriente, vers
les biotechnologies au vu des avantages offertetepsecteur. Il s’avére indispensable

une mise au point ou la recherche de ferments ipeafuts.

Parmi les industries agro-alimentaires, les indestide fermentation avec la
production d’alcool éthylique rechercher dans lesidines thérapeutiques, et de vinaigre

pour dans la cuisine ou comme condiment, gagneptugeen plus une place de choix.
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Annexe 1
1- Milieu d’isolement :

Milieu Oxytétracycline Glucose Agar (O.G.A

Composition :

Extrait de levure 59
Glucose 20¢
Agar 169
Eau distillée 1000ml
pH=6,8-7

Stériliser 20mn a 115°

Ajouter au milieu refroidi a 50°c une solution d'@&tracycline (terramycine). La concentration
en Oxytétracycline doit étre de 0,10 mg/ml de enilde culture. Incubation ; 20a 25c° pendant
2 ab5jours.

2- Milieu d’identification

Milieu eau de levure

Composition :
Extrait de levure 5¢g
Eau distillée 1000 ml

Ajuster a pH=7
Stériliser 20mn a 120c°

Milieu minérale synthétigue gélosé

Composition :

SO; (NHy)2 0,59
PO:KH, 0,1¢
SOMg7H-0 0,05¢g
Gélose lavée 29

Eau distillée 100 ml



Se milieu est stérilisé pendant 15 minutes a 110c°.

Milieu minéral synthétigue ne contient pas d’alimemn azoté

Composition:

POKHM ; 0,19
SOMg7H-0 0,05¢g
Glucose 29
Gélose 29
Eau distillée 100 ml

Solutions stériles de sucre :

- préparé des solutions 30 p. 100 ml dans I'eatilldes Des sucres suivants : glucose, maltose,

galactose, saccharose, lactose.

- Réparation tubes de 17 a raison de 10 ml par tube
- Boucher au coton.

- Stériliser 15 minutes a 3:010'c°.

- Solution de saccharose est doublé a I'autoclave.

Eau physiologique :

Composition :
Chlorure de sodium : 8,59
Eau distillée : 1000ml

Stériliser apres mélanger a I'autoclave pendamhitfutes a 120 c°



Annexe 02

1- Méthode traditionnelle de fabrication de vinaige de datte la région de Ouargla et

Touggourt

- Aprés le tirage des dattes, on remplit le tiexsnd jarre d’argile les (Zir) d'une capacité
d’environ 50 litres et on complete les deux tierecade I'eau de robinet. An bouche la jarre par
du life du palmier et du gyps (timchemt). On laigsenélange ainsi obtenu durant 40 jours a la
température ambiante Au#* An débouche la jarre & I'aide d'un tami & mailfiees. On filtre

le contenu le filtra ainsi obtenu est le vinaigeaitionnel.

Les autres déchets sont séchés et donnésetaillds, le vinaigre obtenu est distribué dans
des bouteilles et prét a étre consommer.

- Ces variétés de dattes couramment utilisées: S@therwit , Degla Beidha, Hamraya, Horra,

Harchaya et Assabri.

- Ces variétés sont dites communes et une faibBuvanarchande. La plupart de temps, elles
sont utilisées comme sous produits du palmier etattet destinés a I'alimentation de bétail.
Toutefois, des recettes traditionnelles mentiondemtisation d quelques additifs : cariande,

org, blé, piment, charbon, harmal.

L'orge et le blé sont utilisés pour activefféamentation. Le cariande ; le harmal et le piment

sont des additifs d’aromatisation, ils donnent an lgodt et saveur au vinaigre.

Le charbon est utilisé pour la clarificatiobes quantités sont utilisées d’'une maniere
empirique traditionnellement, la couleur rouge doaigre est la plus recherchée si an a un
vinaigre jaune, en I'expose a le lumiére pour qréituit, ceci s’explique par le déclenchement
d’un processus biochimique : le brunissement, exta joutent quelques gouttes d’huile a la

bouteille de vinaigre pour bien s’assures ‘une lgotomservation.
2- Elaboration du vinaigre traditionnel de Ghardaia

Apres triage et lavage. Des dattes de typegjldden prend une mesure de celle-ci, on ajoute
deux mesure d’eau robinet. Le tout est mise dangme@ ou gargoulette, celle- ci est bouchée
avec du gypse (Timchemt) ou avec du life de paln@erabondonne ambiante, d’autre part des

vinaigrerie ont I'habitude d’enrichir le milieu dermentation par addition de sel.

Apres quarante jours, en débouche la jarrdeorécipient an procédé a un tamissage, le

produit ainsi obtenu est rempli dans les bouteill



