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Résumé :

Les bactéries acétiques sont des micro-organismes trés importants dans 1’industrie
alimentaire. Ils peuvent a oxyder 1’éthanol en acide acétique conduisant a la production de

vinaigre.

Notre travail est basé sur 1’isolement des bactéries (S1 vinaigre de cidre et S2 vinaigre de
datte), suivre des examens microscopiques et des tests biochimiques, Les résultats obtenus
permettent de déterminer les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques
des deux souches de type Acétobacter aceti subsp aceti.

Pour I’¢laboration de vinaigre, un échantillon de jus des fruits y a été ajouté d’Acétobacter et
un autre échantillon différe de la premiere par 1’addition de vinaigre de table.

Les échantillons mis dans des récipients en verre débouché par un tissu aéro-perméable, dans

une température de 30° pendant 15 jours.

Les mots clés :
Les bactéries acétiques, micro-organismes, le vinaigre, vinaigre de cidres, vinaigre des dattes,

Acétobacter



Summray :

Acetic acid bacteria are very important microorganisms in the food industry, they can oxidize

ethanol to acetic acid leading to the production of vinegar.

Our work is based on the isolation of bacteria (S1  from cider vinegar and S2 from date
vinegar), followed by microscopic examinations and biochemical tests, the obtained results
allow the determination of the morphological, physiological and biochemical characteristics

of the two strains of type Acétobacter aceti subsp aceti.

For the vinegar elaboration, Acétobacter was added to a sample of fruits juice, and another

sample differs from the first by adding table vinegar.

The samples are placed in glass containers covered with air-permeable fabric at a temperature

of 30 degrees for 15 days.

Key words:
Acetic acid bacteria, micro-organisms, vinegar, cider vinegar, date vinegar, Acétobacter
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Introduction

Introduction:

Le vinaigre est un produit a multiples usages, essentiel dans la cuisine. 1l empéche

I’oxydation des fruits et des Iégumes et prolonge ainsi la durée de vie des aliments.

Ses vertus ont été depuis longtemps reconnus par les anciens médecins arabes qui ont
parlé du vinaigre en citant ces effets utiles pour la santé et comme remeéde pour soigner
plusieurs maladies et infections tel que les maux de téte et de gorge, les pigdres des insectes,
etc...(Boughnou,1988).

D'aprés la F.A.O (2010), la production mondiale de dattes est estimée & 7.62 millions de
tonnes en 2010. Ainsi I’ Algérie place au 4°™ rang des pays producteurs de dattes, avec une
production de 516 milles tonnes de dattes dont 30 a 50 % sont constituées de déchets et des
dattes de faible valeur marchand. Actuellement beaucoup de pays S’intéressent aux industries
de transformation Des déchets des fruits ou fruits de faible valeur marchand ou abimées(dattes
et pommes), Pour qu’il puisse étre exploité et utilisée raison de leur forte teneur en sucres

pour La fabrication de vin , alcool ou vinaigre selon leur état (Sebihi,1996).

On estime la production mondiale de vinaigre a plus de 1600 millions de litres par an d’acide
acétique, elle provient d’une multitude de vinaigre a savoir : vinaigre d’alcool, de vin, de
cidre ...etc. (Ould El Hadj, Sebihi et Siboukeur, 2001).Ce dernier est obtenu par une double
fermentation, la fermentation alcoolique (anaérobie) par I’intervention de levure
essentiellement Saccharomyces ou le sucre de fruits est transformé en alcool éthylique et par
la suite la fermentation acétique (aérobie) par D’intervention des Bactéries acétiques
essentiellement Acétobacter ou 1’éthanol est oxydé en acide acétique (Richard et Geneviéve,
2014).

L’objectif du présent travail est 1’utilisation des déchets et des variétés de faible Valeur
marchande de la pommes et dattes comme Substrat de double fermentation pour la production
de vinaigre a I’aide de bactéries acétique, apres I’isolement et la pré-identification de quelques

souches.
Ce travail comporte trois parties d'investigations complémentaires :

e Une premiére partie relative a 1’étude bibliographique comprenant 3chapitres:

Chapitre 1:Généralité sur dattes et pommes.

Chapitre 2: Généralité sur le vinaigre.

]



Introduction

Chapitre 3: Les bactéries acétiques.

e La deuxiéme partie est consacrée a la méthodologie adoptée pour réaliser la partie
expéerimentale.

e Une troisieme partie concernant les résultats et discussions.

En fin une conclusion générale résume les différents résultats obtenus et les perspectives de ce

travail.
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Chapitre | : Généralité sur les dattes et pommes Revue bibliographiques

I .1.Généralité sur les dattes

Phoenix dactyliferal.. C’est Le nom scientifique du palmier dattier (Djerbi, 1994), est une espece
dioique, monocotylédone, appartenant a la famille des Palmaceae, et a la sous famille des

coryphineae. Cette famille compte environ 235 genres et 4000 espéces (Munier, 1973).
I .1.1. Description de la datte :

Le palmier dattier constitue de 3 parties : un systéme racinaire, un organe végétatif composé du
tronc et de feuilles et un organe reproductif composé d'inflorescences males ou femelles (Sedra,
2003).La datte, fruit du palmier dattier, est une baie ayant une seule graine communément appelé
noyau. L'anatomie montre que ce fruit est constitué de trois tissus (Espiard, 2002 ; Dowsonet
Aten, 1963; Munier, 1973; Peyron et Gay, 1988). Une enveloppe fine cellulosique, I'épicarpe ou
peau, le mésocarpe est plus ou moins charnu et de consistance variable. 1l présente une zone
périphérique de couleur plus soutenue et de texture compacte ainsi qu‘'une zone interne de teinte
plus claire et de texture fibreuse, I'endocarpe est réduit a une membrane parcheminée entourant
le noyau. Le péricarpe, le mésocarpe et I'endocarpe sont confondus par les conditionneurs sous
I'appellation chair ou pulpe (Munier, 1973).

Coupe longitudinale d'une datte Coupe du noyau

Penanthe

Mesocarpe i i == = = Tégument
;‘\ '-)‘; \
Endocarpe  ~~ ~ AR\ EPTT == Noyau RNSe ==~ Albumen
W S . AN So
‘V ff \ -/ * Micropyle
\\ /\
Epicarpe e ; )i/
\/
\V

Figure 01 : Schéma de datte et son noyau (Belguedj, 2002).




Chapitre | : Généralité sur les dattes et pommes Revue bibliographiques

I . 1. 2. Caractérisation physicochimique des dattes
I.1.21.pH:

Le pH de la datte est acide, variant entre 05 et 06. Ce pH est préjudiciable aux bactériesmais
approprié au développement de la flore fongique.Le pH de dattes est un indice de qualité, qui
contribue a la stabilité des dattes pendant la période de stockage.On peut classer les dattes selon

leur PH en trois groupes :
* Dattes de mauvais caractere : pH <5,4.
* Dattes de caractere acceptable : 5,4 <pH<5,8.
* Dattes de bon caractére : pH> 5,8 (Acourene S. et al, 2001).

I.1.2.2. Acidité titrable :

L'acidité de la datte est faible et varie entre 2,02 et 6,3 g d'acide/Kg (Bessas A., 2008). Une forte
acidité est souvent associée a une mauvaise qualité (Booij I. et al, 1992).

I.1.2.3. Taux de cendres :

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un
échantillon(Besbes. Set al. (2009) et Ben Thabet I. et al. (2007)

I . 1.3. Classification :

Selon Espirad .E (2002), les dattes sont réparties en trois catégories par rapport a leur

consistance:

I.1.3.1. Les dattes molles : Taux d’humidité supérieur ou égal a 30%, elles sont

riches en sucres invertis (fructose, glucose) tel que Ghars, Hamraia.

I.1.3.2..Les dattes demi-molles : De 20 a 30% d’humidité, elles occupent une

position Intermédiaire a ’exception de la Deglet-Nour, datte & base de saccharose par
excellence (Cook J.A. et Furr).R., 1952).

I.1.3.3. Les dattes seches : Dures, avec moins de 20% d’humidité, riche en

saccharose. Elles ont une texture farineuse telle que Meche-Degla, Degla Beida.
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I . 1.4.Principales variétés en Algérie :

Les variétés de dattes se différencient par la saveur, la consistance, la forme, la couleur, le poids
et les dimensions (Djerbi, 1994 ; Belguedj, 2002). En Algérie, il existe plus de 940 cultivars de

dattes (Hannachi, Khitri&Benkhalifa 1998). Les principales variétés cultivées sont :
I.1.4.1 LaDeglet-Nour : C’est une datte demi-molle, considérée comme étant

la meilleure variété de datte du fait de son aspect, son onctuosité et sa saveur. Variété
commerciale par excellence. A maturité la datte est d’une couleur brune ambrée avec un épicarpe
lisse légerement plissé et brillant, le mésocarpe présente une texture fine Iégerement fibreuse
(Kendri S., 1999).

I.1.4.2. Les variétés communes :

Ces variétés sont de moindre importance économique par rapport a Deglet-Nour. Les variétes les
plus répandues sont : Ghars, Degla-Beida et MechDegla (Kendri S., 1999).

I.1.5. Les stades d’évolution de la datte :

Aprés la fécondation, le fruit se forme (nouaison), se développe en changeant de couleur,
d’aspect et de consistance, jusqu’au stade Tmar (datte mire). En méme temps, sacomposition
évolue. Entre la nouaison et le stade final (Munier, 1973).Les stades phénologiques sont les

suivants ;
A. Stade | «Loulou»:

Stade qui suit immédiatement la pollinisation, la datte est petit et sphérique. Elle a une forme
ovoide de couleur créme avec des traits verticaux de couleur verte (Retima, 2015), le fruit est
entiérement recouvert par le périanthe et se caractérise par une croissance lente (Chibane, 2008),

Ce stade dur de 4 a 5 semaines aprés la pollinisation (Munier, 1973).

a. Stade Il «Khlal » :Ce stade se caractérise par une croissance rapide en poids
et en volume des dattes, il dure sept semaines environ. Les fruits ont une
couleur verte vive et un godt apre a cause de la présence des tanins (Djerbi,
1994).

b. Stade Il «Bser » :

Au cours de ce stade, la couleur du fruit passe du vert au jaune clair, puis vire au jaune, au rose

ou rouge selon les variétés (Chibane, 2008). Les sucres totaux atteignant son maximum en fin du

)
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stade. La datte atteint son poids maximal au début de ce stade. Il dure en moyenne quatre
semaines (Djerbi, 1994).

c.Stade VI «Mretba/Martouba»

Ce stade se caractérise par la perte de la turgescence du fruit suite & la diminution de la teneur en
eau et la couleur deviens foncé ou noir, I’insolubilisation des tanins qui se fixent sur I’épicarpe
du fruit et ’augmentation de la teneur des monosaccharides qui donne un gott sucré au fruit. Ce

stade dure de deux a quatre semaines (Djerbi, 1994).
B. Stade V«Tmar»

C’est le stade final de la maturation de la datte qui perd beaucoup d’eau et devient trés

concentrées en sucre (Munier, 1973).
I.1.6. Composition biochimique de la datte :

La datte est constituée de deux parties distinctes : une comestible « la pulpe ou la chair» et un

autre non comestible « noyau ».

I . 1.6.1Composition biochimique de la pulpe :
[.16.11. L'eau:

La teneur en eau est en fonction des variétés, du stade de maturation et du climat. Elle varie

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

I.1.6.1.2. Lesglucides:

Les sucres sont les constituants majeurs de la datte. L’analyse des sucres de la datte a révélée
essentiellement la présence de trois types de sucres : le saccharose, le glucose et le fructose
(Estanove, 1990 ; Acourene& Tama, 1997).et d’autre sucres en faible proportion tels que : le

galactose, la xylose et le sorbitol (Favier et al, 1993).
I.1.6.1.3. Lesprotides:

Les dattes présentent des teneurs faibles en composés protidiques, généralement moins de 3%
(MS) (Boukhiar, 2009).




Chapitre | : Généralité sur les dattes et pommes Revue bibliographiques

I116.1.4 Leslipides:

Les matieres grasses sont pratiquement absentes dans la pulpe (moins de 0,5% MS) (Chairaet al.
2007; Benchellah&Maka, 2008).

I.16.1.5. Lesfibres:

Les constituants pariétaux de la datte sont : la pectine, la cellulose, I’hémicellulose et la lignine

(Benchabane.A, 1996).La datte est riche en fibres, elle en apporte 8.1 a 12.7 % du poids sec,

(Al-Shahib.Wet Marshall. R.J.,2002).Les dattes fines, comme la Deglet-Nour, ne contiennent
qu’une faible proportion des constituants pariétaux, mais des proportions plus élevées atteignant
parfois plus de 10 % dans le cas des dattes communes particulierement fibreuses (Munier P.,
1973).

I.1.6.1.6. Les minéraux:

La caractéristique la plus remarquable des dattes réside dans la présence des minéraux et

d’oligoéléments particulierement abondants dépassant nettement les autres fruits secs (Boukhiar,

2009).
I.1.6.1.7. Les vitamines :

La pulpe de dattes contient des caroténoides et des vitamines du groupe B en quantités

appréciables, mais peu de vitamine C (Meunier, 1973).
I.1.6.2 Composition biochimique du noyau :

Le noyau présente 7 a 30 % du poids de la datte. Il est composé d’une albumine blanc, dure et
corné protégé par une enveloppe cellulosique (Espiard. E., 2002). Les travaux de recherche
menés sur la composition des noyaux de certaines variétés de datte d'Arabie Saoudite ont
démontré la présence de protéines, de glucides, de lipides, et de minéraux (K, P, Ca, Na, Fe, Mn,
Zn, Cu). En plus des protéines, le noyau contient des acides gras tels que 1’acide oléique,
palmique, laurique, linoléique et palmitique mis en évidence dans 1’huile extraite des graines (Al

Houti S. et al, 1998).
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I.1.7. Transformation de la datte

Des I'Antiquité, en Egypte et au Moyen Orient, les populations élaboraient de nombreux produits
avec les dattes qu'elles utilisaient pour leur alimentation et leur pharmacopée (Husson, 1931 ;
(Barreveld, 1993 ; Al-hooti et al, 1996, Estanove et Reyenes, 1990)

I.1.7.1 Pate de dattes :
Les dattes sont généralement cuites a la vapeur, dénoyautés, macéres, et converti en une forme
Semi-solide connus sous le nom de patte avec une teneur en humidité d'environ 20-23% et une

activité d’eau inférieur a 0,6 (Ahmed et al., 2005).La pate de datte est utilisée en biscuiterie et en
patisserie (Espiard, 2002).

I.1.7.2 Farine de dattes :

Les dattes macérées sont séchées a moins de 5% d’humidité (Barreveld, 1993). On obtient ainsi
une farine de couleur claire, d'odeur agréable (Sawaya et al, 1982). Elle est utilisée
essentiellement en biscuiterie et en patisserie (Barreveld, 1993; Sawaya et al, 1982).

I.1.7.3 Sirop de dattes :

Selon Espiard E. (2002), Ces produits sont également fabriqués a base de dattes saines car il est
important d’éviter tout arriere-goQt de fermentation. Le sirop est préparé & base des dattes cuites
dans I'eau, puis filtrées. Le jus extrait est concentré par cuisson a feu doux jusqu'a I'obtention
d'un liquide coloré et sirupeux. Le sirop contient principalement des sucres dont le saccharose, le
glucose et le fructose (Mohamed et Ahmed, 2006; Patzold et Bruckner, 2005).

I.1.7.4 Alcool de dattes :

Le déchet de datte permet d’obtenir une bonne quantité d’alcool brut. Les quantités de ce dernier
obtenues apres 72h de fermentation et 1h20mn de distillation (Boulal, Benali & Moulai et al.,
2010). L'alcool de datte est utilisé a des fins médicales. On obtient environ 25L d'alcool pur 200
kg de dattes (Reynes, 1997).

I.1.7.5 Marmelades de dattes :

Les dattes sont dénoyautées puis réduites en pulpe, portées a évaporation apres acidification
jusgu'a un pH 2,5 (avec de l'acide citrique, acide ascorbique ou acide tartrique).La préparation de
la marmelade nécessite tout d'abord de faire un sirop par cuisson du sucre dans 50 % d'eau

e
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jusqu'a consistance visqueuse. Puis le mélange pulpe de datte et sirop est cuit jusqu'a 67° brix par

ajout de pectine a la fin de la cuisson (Al-Hooti et al, 1997).
I.1.7.6. Vinaigres de datte :

Une adjonction d'eau a 35-40°C est réalisée a des dattes écrasées jusqu'a I’obtention d'un liquide
ayant une concentration en sucres de I'ordre de 220 g/litre. Aprés macération, les ferments sont
ajoutés. On obtient 300 a 4001 de vinaigre a 6_7° pour 100 kg de dattes. Un autre procédé
consiste a partir du vin de dattes, a rajouter a ce dernier des bactéries acétiques, I'acétification se
poursuit pendant six a sept jours a 30°C (Reynes, 1997).

I. 2. Généralités sur Les pommiers :

La pomme est le fruit du pommier: Malus domestica est une angiosperme appartenant a la
famille des Rosacées, sous famille des Maloidées et au genre Malus. La pomme est considérée
généralement comme une baie contenant des pépins. A maturité, ce fruit est constitué
extérieurement de trois zones : Le pédoncule et la cuvette pédonculaire.La cuvette oculaire et

I’ceil. La partie globuleuse qui s’étend entre les deux zones précédentes (Bondou. P., 1992)

1: pédoncule

"

: cuvette pédonculaire

‘o

: pépin

: loge ovarienne

s

N

: coeur
6: parenchyme cortical
: ceil

S: cuvette oculaire

9: épiderme

Figure 02 : Structure anatomique générale d’une pomme (Bondou, 1992).
I.2.1 Composition de pomme :

La pomme fraiche est un fruit de composition variée principalement constitu¢ d’eau (85,6%), et

de glucides (13,8%) Elle est particulierement riche en fibres avec une teneur moyenne de

N
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2,49/100g, en sels minéraux, vitamines et acides organiques .Par ailleurs, la pomme est reconnue
comme un produit ayant des bienfaits pour la santé car en plus de sa teneur élevée en fibres, des
composés phénoliques sont présents en grande quantité dans sa chair et dans sa peau (180 mg

équivalent acide gallique/100g fruit frais) (Brat et al, 2006).
I . 2.2 Avantages thérapeutiques de pomme :
Parmi les avantages thérapeutiques des pommes ont a :

e Aide a réduire la pression artérielle.

e Contribuent au contréle du cholestérol et du taux sucre sanguin.
e Aide a prévenir I’intoxication alimentaire

e .Aide au bon fonctionnement de 1’intestin.

e Protege le coeur des maladies (Hassan et al, 2015)

I . 2.3 Caractéristiques générales des variétes :
I.23.1Fuji KiKu:

Variété originaire du Japon, c’est une mutation de la Fuji sélectionnée par Alois Braun,
pépiniériste du Tyroldu sud, obtenue en1990. Arbre au port demi dressé, de fortes vigueurs,
productives mais sujettes a 1’alternance. Les fruits, d’une forme arrondie a demi-élevee et
souvent irréguliére, sont de moyen a gros calibre, striés rouge rubis a lenticelles en étoile. La
chair, trés croquante, est d’une couleur blanc-verdatre, juteuse et tres sucrée mais peu acidulée et
peu parfumée. La récolte se fait a partir de la deuxiéme décade d’octobre (+20-25 jours par

rapport a la Golden Delicious).

I.2.3.2.Pinova:

Variété créée par I’'Institut de Recherche du Fruit de Dresde (Allemagne) en 1986. Issue du
croisement de la Clivia et de la Golden Delicious. L’arbre, de vigueur moyenne, a une
production réguliére et abondante. Les fruits sont de moyen calibre et homogeénes, de forme
tronconique élevée et de couleur rouge carmin sur fond jaune. Leur chair est blanc jaunatre,
juteuse, ferme, sucrée, légerement acidulée et agréablement parfumée et équilibrée. Sa récolte

coincide avec celle de la GoldenDelicious.
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I.2.3.3.Falstaff :

Variété obtenue en Grande Bretagne par la Station Expérimentale de East Malling. Arbre de
moyenne vigueur, productif et régulier. Les fruits, d’un calibre moyennement gros et de forme
plutdt sphérique, sont de couleur rouge strié sur fond jaune et caractérisés par des bosselures de
la peau. La chair, d’'une couleur jaunatre, est ferme, juteuse, avec un bon rapport entre acidité et

sucres. Sa récolte coincide avec celle de la Golden Delicious.
I.2.3.4.Goldrush :

Variété américaine obtenue en 1973 par un croisement de la Coop et de la Golden Delicious.

Arbre légérement dressé, demi-spur, modérément vigoureux et peu ramifié. Les fruits, d’un
calibre moyen et de forme tronconique, ont une couleur vert-jaunatre persistante avec un lavis
bronzé et des lenticelles lié- gées assez distinctes. La chair, juteuse de couleur blanchétre et
d’excellente texture, a une saveur €picée et une forte teneur en sucres et en acides. La récolte se

fait a partir de la troisiéme décade d’octobre (+30-35 jours par rapport a la Golden Delicious).
I.235.Topaz:

Variété sélectionnée par Morgan Diemoz et lvan Barrel par la Station Expérimentale de
Strizovice en République Tchéque par un croisement de la Rubin et de la VVanda en 1984. Arbre
moyennement vigoureux a faible, a mise a fruits rapide. Les fruits, rustiques et aplatis, sont de
couleur rouge-orangé strié sur fond jaune avec une certaine rugosité au niveau de la cuvette
pédonculaire. La chair, de coloration creme, est ferme et croquante, de texture demi-grossiere,
juteuse, aro- atique, douce mais de type acidulée. La récolte se fait a partir de la deuxiéeme a la

troisieme décade de septembre (une a deux sem- aines apres la Golden Delicious)
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II. 1. Historique

Le vinaigre a été découvert par la plupart des anciennes civilisations. Il est utilisé comme
condiment, comme agent de conservation ou il est directement dilu¢ dans I’eau, comme boisson.
I1 est aussi antique que ’utilisation du vin qui remonte a plus de 10000 ans puisqu’il s’agit d’une
maladie du vin. Il a était fabriquer a partir de vin de palme par les Babyloniens 5000 ans avant J-
C (Bourgeois &Larpent. 1996).

En 1868 Pasteur fut le premier a démontrer que 1’acide acétique provenait bien de 1’oxydation
de I’éthanol par des microorganismes, a qui il proposa le nom de Mycodermaaceti (Boukhair,
2009). Par la suite, Hansen a démontré en 1879 la présence de plusieurs especes bactériennes.
Beijerinck proposa en 1899 le nom du genre Acétobacter (Bourgeois &Larpent, 1996).

Louis Pasteur identifie scientifiquement les cing critéres indispensables a sa production.
1-présence d'Alcool : celui contenu dans le vin, le cidre ou autre boisson alcoolisée.
2-présence d'Oxygene : celui de 1’air convient parfaitement 'affaire.

3-présence d'un ferment : Mycodermaacéti, en fait une bactérie qu’on renommera Acétobacter
acéti(Tesfaye et al, 2002).

. 2. Définition :

Le vinaigre, étymologiquement dérive de vin et aigre. C’est un vin rendu aigre par le
développement de bactéries acétiques. Par extension, on a appelé vinaigre tout produit obtenu
par la fermentation acétique de boissons ou de dilutions alcooliques (Bourgeois et Larpent,
1996).Selon la FAO (1987), le vinaigre est un liquide adapté pour la consommation humaine. Il
est produit a partir du matériel approprié d'origine agricole. Il renferme dans sa composition de
I’amidon et/ou des sucres, Il contient une quantité indiquée d'acide acétique obtenu par le

processus de double fermentation, alcoolique et acétique (Tesfaye etal, 2002).
II . 3.Composition du vinaigre:

Le principal constituant du vinaigre est I’acide acétique. Les composés secondaires, tel que
I’acide tartrique, 1’acide succinique et les matiéres azotées, proviennent de la matiérepremiere

utilisée, des nutriments ajoutés au milieu réactionnel et de I’eau de dilution (Follman, 1983).
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Par contre, d’autres composés se forment au cours de la fermentation acétique(produits de
fermentation) ou bien résultent de 1’interaction des composant entre eux, tel que ’acétate

d’éthyle qui contribue a la flaveur du vinaigre (Boughnou, 1988).

Les critéres de différenciation entre les types des vinaigres sont les taux en extrait sans sucre, en

en sorbitol en acétoine, en acide lactique en acide tartrique ou en lactose (Matheis et al, 1995).

e le vinaigre de vin contient I’acide L-tartrique
e le vinaigre de pomme contient 1’acide L-maltique
e le vinaigre de petit lait (lactosérum) contient 1’acide D- et L-lactique

e le vinaigre de citron contient 1’acide citrique
II. 4. Type de vinaigre :

Il existe alors plusieurs types de vinaigre selon la matiére premiére utilisée en vinaigrerie et le

processus de fabrication. (Clavet, 1912)

A. Vinaigre de betterave : s’obtient en soumettant du jus de betterave a 1’acétification le, on
le mélange d’un égal volume de vinaigre d’alcool (Clavet, 1912 ; cité parSebihi, 1996).

B. Vinaigre d’alcool : fabrication a partir d’éthanol distillé. L’origine de 1’éthanol peut étre la
fermentation ou la synthese chimique (Hamidi&Slimani, 2008).

C. Vinaigre du vin : est le vinaigre du vin est un produit constitué de solution aqueuse riche
en acide acétique, et résulte d’'une fermentation acétique spontanée ou imposée du vin Le
vinaigre du vin est un vinaigre de couleur blanchéatre, jaunatre ou rouge suivant la couleur
du vin dont il provient. Il est d’une odeur agréable. L’odeur est d’autant plus développée
lorsque le vinaigre est conservé longtemps en fiit avant d’étre livré a la consommation. La
saveur est de fabrication acide et ne produit pas de sensation désagréable a la
longue.(Suman.V, Rehana.A et Tawheed.A, 2014).

D. Vinaigre de mélasse : ce vinaigre est préparé a partir de sirop de sucre ou de mélasse. Il
sert & tir er parti des sous- produits de I’industrie du sucre, mais n’est pas beaucouputilisé
(Raspor.P, 2008)

E. Vinaigre balsamique : 11 est originaire de Modéne dans le nord de I’Italie. Il se fabrique a
partir de mout de raisins sucrés du cépage. Vendangé tardivement, ce qui lui offre plus de
sucre et une saveur incomparable. Il est de couleur brune foncé, d’un parfum intense et

sucré (Bouaziz, 2008).
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F. Le vinaigre de céréales : C’est un vinaigre obtenu sans distillation intermédiaire a partir de
n’importe quelle céréale dont I’amidon a ét¢ transformé en sucre par d’autres agents que les
seules diastases de I’orge maltée (Codex Alimentaires, 1987).

G. Le vinaigre (de vin) de fruits : le vinaigre (de vin) de petits fruits et le vinaigre de cidre
sont des vinaigres obtenus a partir de vin de fruits ou de vin de petits fruits oude cidre par
fermentation acétique, la concentration maximale prévue pour les acidesvolatils dans la
matiere premiere pouvant toutefois étre dépassée. Ces vinaigres peuvent aussi étre préparés
a partir de fruits (Codex Alimentaires, 2000)

H. Vinaigre de glucose : Il est obtenu par 1’acétification d’un liquide alcoolique provenant de
la fermentation d’une solution de glucose commerciale, ce vinaigre une acidité 42 a 60,5 %
(Benaoun, 2007).

I. Vinaigre de petit lait : Fabriqué au moyen du sérum du lait enrichi de la quantité de sucre
nécessaire pour obtenir un vinaigre d’acidité normale. C’est un liquide légérement teinté en
jaune ambré avec une saveur agréable (Beneddine&Bentadj, 2009).

J. Vinaigre de datte : Les dattes peuvent étre utilisées comme matiere premiére de choix

pour la Production de vinaigre vue leur richesse en sucres.

Levures Acétobacters

Sucre » Alcool » Acde

Anaérobie Aérobie

Figure03 : Production du vinaigre vue leur richesse en sucre
I .5.Méthodes de fabrications du vinaigre
Selon Guiraud (1998), les principales procédees de fabrication sont :

Il .5.1. Procédé d’Orléans : Le vin est oxydé dans des tonneaux exposés a I’air. Il se

forme un voile de bactéries Acétiques. Le soutirage du vinaigre et I’addition de vin se font par le

fond du récipient (Dahmani & Rabbouh, 2009).
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Figure04: Schéma d’un tonneau préparé pour 1’acétification selon le procédé

D’Orléans (Bourgeois & Larpent, 1996).

I. 5.2. Procédé de schutzenbach : Le vin ruisselle dans des colonnes contenant des

copeaux de chéne qui fixent les bactéries acétiques (Beneddine&Bentadj, 2009)

—

Figure 05 : Schéma de I’acétification a biomasse fixée sur des copeaux de hétre (Bourgeois

&Larpent, 1996)
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Il . 5. 3. Procédé en culture submergée : S’effectue dans des fermenteurs munis d’un

systeme d’aération forcée (acetatorCavitator). Tous les procédeés de production de vinaigre

utilisent des flores mixtes d’acetator (Bouaziz, 2008)

Sortie de gaz

Eau

———— \inaigre
de refroidissement ]

de refroidissement

Figure06: Acétator de Frings (Bourgeois &Larpent, 1996)
Il . 6.Importance de vinaigre:

Les anciens médecins arabes ont parlé du vinaigre en citant ses effets utiles la santé. Il calme les
douleurs d’estomac. Il guérit la jaunisse. Il est bon pour la rate. Il étanche la soif. Il prévient les
tumeurs. Il facilite la digestion. Il améliore 1’appétit. Il calme les brdlures, et il est utile pour les
fourmillements (Koudama, 1990 cité par Ould El Hadj M.D., 2001).

Il est également considéré comme un produit essentiel dans la cuisine. Il a de multiples usages. Il
sert De condiment. Il empéche I’oxydation des fruits et [égumes. Il prolonge la durée de vie des
Aliments (CACQE, 2002).En utilisation Le vinaigre comme condiment, antioxydant,
conservation d’aliment, etc... Il est aussi utilisé pour soigner plusieurs maladies et infections tel
que : les maux de téte et de gorge, la constipation, les pellicules, les toux, les piqQres des

insectes, les brilures, etc... (Arab. H. et Guezzoun K., 2003).
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Il .7.Technologie du vinaigre:

La technique d’¢laboration du vinaigre traditionnelle est basée sur une double fermentation

combineée: anaérobie et aérobie. Cette bioconversion utilise des levures et des bactéries acétiques

présentes naturellement dans jus fruits. 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 temps, bien que les exigences des organismes unis cellulaires mis en jeu

différent en matiére d’oxygene (Bourgeois et Larpent, 1990).

Anaérobie Aérobie

2C,HsOH —» 2CH;CHO —» 2CH,CO,H + 2H,0

I .7.1 Fermentation alcoolique

La fermentation alcoolique se déroule en milieu anaérobie. Elle est assurée par des levures du
genre saccharomyeces a la température ambiante pendant quelques jours. Elle est principalement
basee sur la transformation des sucres, essentiellement le glucose et le fructose, qui pénetrent
dans la cellule de la levure par diffusion facilitée (Bourgeois &Larpent, 1996; Larpent, 1991). La
décarboxylation de I’acide pyruvique a la suite de la glycolyse puis réduction de I’acétaldéhyde
en éthanol. Cette fermentation intervient dans la fabrication du vin, de la biere, de cidre et divers
boissons fermentées, ces derniers peuvent servir de matieres premiéres a la fabrication du
vinaigre. Son but est essenticllement fabrication de 1’éthanol (Branger, 2008). La réaction se

déroule selon I’équation suivante :

Glycolyse Décarboxylation
CeH1;05 ——» 2CH; — CO — COOH ——» 2CH3 — CHO—— 2CH3;CH,0 + 2CO0,

Glucose Pyruvat Acétaldéhyde Ethanol
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I .7.2 La fermentation acétique:

La fermentation acétique assurée par les acétobacters qui oxydent 1’éthanol en acide en présence
d’oxygene. Les acétobacters sont des bactéries aérobies strictes ou facultatives, donc 1’oxygene
est nécessaire pour oxyder 1’éthanol en acide acétique, et elles tolérent un pH de 3 a 4. Le degré
d’alcool est compris entre 7° et 12°, car au dela de 12°, I’éthanol se transforme en gaz

carbonique et en eau ; pour la fermentation acétique (Guiraud et al, 1998).

Alcool Acétaldéhyde
CH;CH;0 —» (CH3;—CHO —» 2CH3;CO0,H + 2H,0

I .7.3 Protocole expérimentale de fabrication de vinaigre:

De somrce Agricole qui contien!
da sucre(raiin, peusines
Aattes )

Sucres
/ Levaee
\ Fermentation

\
/\IL'OOIIqUL‘ I, Cldiee, Akconl de datte

CHOp Levaes 2C.HOH2XCO
Ghicone - Akool

. Alcool

™ Fermentation
Acetique
Ardbubunctor Al
v OO0, € ALO, IO 340K
Vinmgres
Akvol oxygene  moide xetgue emi
e vin, cadre, sdoool

Figure 07: Protocole expérimentale de fabrication de vinaigre (Brewdusud, 2004)
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Il. 1. Les bactéries acétiques :

Les bactéries acétiques sont présentes naturellement sur les fruits, les 1égumes, dans 1’air, dans
les Vins... (Michael et Pleczar, 1982).Elles se Présentent au microscope sous forme de petits
batonnets gram négatifs, aérobies stricts et leur métabolisme est strictement respiratoire ou
I’oxygene est 1’accepteur final d’électron. Souvent groupées en paires et parfois en chainettes.
Elles sont parfois allongées, asporulées, généralement mobiles. Leurs tailles varient de 0,5 a
0,8um de large et 0,9 a 4,2 um de long. lls sont oxydase négative, ont un métabolisme de type
oxydatif. Ce sont les agents de la fermentation acétique qui est une oxydation incomplete de
I’éthanol (Guiraud, 2003).I1 1’existence de deux genres Acetobacter et Gluconobacter. Le
premier contenait des trois espéces A. aceti,A. Pasteurianus et A. peroxydans ; le deuxiéme
comprenait une seule espece G.oxydans. Mais pour la plupart des especes, des sous especes
étaient différenciées par des caractéres phénotypique (Aline et al, 2010).Les bactéries acétiques
sont représentées par les genres Acétobacter qui peuvent oxyder l'acide acétique et l'acide
lactique en CO; et H,O (pouvoir suroxydant alors que Gluconobacter qui ne le peut pas).
Certains oxydent aussi d'autres composés (glycérol, glucose...) et d'autres maticres telles que la
cellulose.( Larpent,1997).Bourgeois et Larpent (1996). Guiraud (2003), ont a trouvé que les
bactéries Acéti sont capables de transformer 80 % du glucose en acide gloconique a l'aide d'une
enzyme glucose oxydase et 20% utilisé comme source de carbone et d'énergie. Ils ont prouvé
aussi que cette bactérie est capable d'oxyder le mannitol, fructose, maltose, galactose, lactate de

sodium et I'éthanol et l'acétate de sodium.
Il. 2. Facteurs influencant sur la croissance des bactéries acétiques :
II. 2.1 Oxygéne:

Plusieurs auteurs ont montré que la fermentation acétique était réalisable avec une bonne
performance en milieu liquide bien aéré: une remarquable production spécifique d'acide de la
population bactérienne utilisée qui est égale a 21 g d'acide produit par gramme de bactéries et par
heure a 30 °C. La formation d'un gramme d'acide acétique nécessite tout I'oxygene contenu dans
deux litres d'air. a des teneurs ¢€levées I’oxygene entraine une oxydation de 1’acide acétique

Cependant Les arréts d'oxygénation entrainent la destruction des cellules (Belkacem, 1987).
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I. 2.2 Température:

La température augmente la rapidité de 1’acétification avec laquelle se déroule la réaction. Est

compris entre 15°C et 40°C I’optimum de croissance se suite a 30°C (Aboulala ,2008)
Il. 2.3 pH:

Le pH idéal pour réussir un vinaigre va de 3,5 a 5. A pH bas les bactéries se reproduisent encore

mais beaucoup plus lentement (Poxixoo, 2003).
Il. 2.4 Concentration en éthanol:

Les concentrations en éthanol comprises entre 10 et 13 % sont aisément converties en acide
acétique. Pour des concentrations supérieures a 14 % (volume par volume), I’éthanol est oxydé
difficilement et incompletement. De méme lorsque la teneur en éthanol est inferieur a 7% (v/v)

L’acide acétique formé est oxydé en CO; et H20 (Belkacem ,1987) .
I. 2.5 Acide acétique:

L’acide acétique <¢tait activateur de la croissance des acétobacter jusqu’a la valeur de

2°(Bourgeois et Larpent, 1996).

II. 2.6 Lumiéres:

La lumiére diffuse ne permet qu’une fermentation acétique trés lente, elle est la plus active a

I’obscurité. Les rayons ultra-violets sont nocifs (Duculot, 1932).
II. 3. Classification :

Hansen en 1878, proposées Plusieurs classifications de ces bactéries, a de nombreux caracteres.
La plus récente tient compte de leur faculté d'oxyder CH3COOH en CO, et H,O ou lactate de
calcium, de Leur faculté de produire de 1’acide gluconique aux dépens du glucose, et aussi de la
Présence de catalase, de leur pouvoir cétogene, et de certains caractéeres culturaux (température
optimales, formation de pigments, de voiles utilisable possible de sels ammoniacaux comme seul
source d’azote ...etc)(Lambin et German, 1969). En 1957, Bergy’s dit que les genres
Gluconobacter, Acetomonas et Acetobacter entrent dans la famille des Pseudomonaceae et dans
la tribu des pseudomonadae. Les bactéries acétiques sont classées en quatre groupes (Glazy,
1980).

-Groupe suboxydans : représente par Gluconobactersuboxydans.

ﬂ
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-Groupe mesoxydans: représente par Acétobacter aceti.
-Groupe oxydans: represente par Acétobacter pasterianus.
-Groupe peroxydans: représente par Acétobacter pyroxydans(Belkacem, 1987).

Généralement la classification d'Acétobacter est basée sur les caractéres culturaux,

morphologiques, structuraux, biochimiques, et physiologiques.
I. 4.Caractéres culturaux:

Tous les Acétobacter sont caractérisés par leurs propriétés de former des voiles (meére de
Vinaigre) plus ou moins important a la surface de milieux nutritifs (Lambin et German,
1969).Les colonies d’Acétobacter sont blanches, jaunes, irréguliéres sur milieu solide de Frateur

en boites de pétri (Oules El hadj ,2001).
IIl. 5.caractéres morphologie:

Les cellules des bactéries acétiques apparaissent au microscope optique sous forme de petits
batonnets, souvent groupées et parfois en chainettes. Leur taille varie de 0,5 a 1 um de large et 2
a 3um de long. Les formes d’involution sont fréquentes (Bourgeois et Larpent, 1990). Elles ont
des formes bacillaires, quelquefois ellipsoidales, il existe des espéces immobiles, et d’autres
mobiles avec un cil polaire. Elles croissent bien en général sur autolysat ou extrait de levure

additionné d’éthanol et d’autres substances oxydables (Prevot, 1961)

Flagelles permettant )
la locomotion 05atyp

Membrane
bacténenne
environ 10 nm
d'épaisseuwr

Acetobacter aceti

Figure 08 : Morphologie d’Acétobacter aceti
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IIl. 6.Caractéres biochimiques:
Il. 6.1. Transformation de I’alcool en acide acétique :

Toutes les espéces de la tribu d’Acétobacter oxydent 1’alcool en acide acétique, mais les especes
des groupes peroxydans et mesoxydans sont capables d’oxyder 1’acide acétiques produit et de la

transformer gaz carbonique et eau (CO,+H,0) (Girard et Rougieux ,1958).
Il. 6.2 Réaction de la catalases :

La présence de cette enzyme dans le microorganisme permet la décomposition de I’eau oxygénée
produit en fin de chaine d’oxydoréduction. Seules les espéces du groupe peroxydanssont catalase
négatives (Girard et Rougieux, 1958)

II. 6.3 Pouvoir cétogene:

Ce pouvoir se caractérise par la propriété de transformer la fonction alcool secondaire en
fonction cétone. Le pouvoir cétogéne se rencontre chez les espéces des groupes Mesoxydans et
suboxydans. C’est a partir de glycérol qu’il y a production de Dihydroxyacétone par Acétobacter

xylinum, Acétobacter suboxydans suivant la réaction (Girard et Rougieux, 1958). :

CH2-CH-CH2 Acétobacter xylinum  CH2- C- CH2

OH- OH- OH Suboxydans OH - 0O- OH

Glycérol Dihydroxyacétone

Figure 09: Réaction de formation de dihydroxy acétone a partir de glycérol (Simon et

Maunier, 1970)
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Ill. 6.4 Transformation du glucose en acide gluconique :

Cette propriété appartient a toutes les especes d’Acetobacter, sauf a celles du groupe
peroxydanset Acétobacter ascendens du groupe oxydans(Girad et Rougieux, 1958), selon la

réaction :

CH CH
l |
l |
HO = ¢I- == H HO == == H
|
H = C == OH H = C == OH
l |
H — C= OH H ™ C = OH
| |
CH|~° COIOH
Gluco Acide
Tableau | : caractéristiques biochimiques des groupes des bactéries acétiques (Girard et Rougieux,
1958)
Groupe Catalase Oxydation de Oxydation du lactacte de | Formation d’acide | Pouvoir
I’acide acétique Ca formation de CaCo3 gluconique cétogene
Peoxydans - + + - -
Oxydans + + + + -
Mesoxydans + + + + +
Suboxydans + - - + +

IIl. 7.Caractére physiologique:

L’Acétobacter est dit sur-oxydateur, car il peut oxyder 1’acide acétique jusqu’au Dioxyde de
carbone par son cycle complet des acides tricarboxylique (Gerom et al., 2002).Certaines souches
d’acétobacters forment des micro-fibrilles extracellulaires de Cellulose qui entoure la masse des
bactéries en division (Gerom et al., 2002).Des cellules non proliférant des bactéries peuvent
synthétiser la cellulose en anaérobiose a partir de mannitol de fructose et de glucose (Lambin et
German, 1969).La protection des bactéries contre 1’acide acétique du milieu est

vraisemblablement due a un systéme membranaire énergétique, couplé au métabolisme de

ﬂ
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I’éthanol, car I’arrét de 1’oxygénation et 1’absence d’éthanol, entraine la mort des cellules

(Bourgeois et Larpent, 1996).
IIl. 8.Besoins nutritionnels:

Les besoins nutritionnels d’Acétobacter sont fortement liés a la source carbone. La plupart des
souches sont auxotrophes pour certaines vitamines, notamment le parabene, la niacine, la
thiamine et 1’acide pantothénique. Ils peuvent utiliser I’ammonium comme source d’azote. Les
bactéries qui subissent une fermentation alcool-acétate peuvent se développer sur des milieux
minéraux contenant deux sources de carbone, le glucose et I’éthanol, mais les substrats utilisés
industriellement ont des exigences nutritionnelles plus complexes et nécessitent un extrait de

levure pour leur croissance (Bourgois et Laprent, 1996)

II1.9. .Métabolisme :
II. 9.1.0xydation des hydrates de carbone:

La majorité des bactéries acétiques est d’oxyder une grande variété de substrats et accumuler

quasi intégralement les produits dans le milieu.
II. 9.2.Ethanol:

les bactéries acétiques possédent des déshydrogénases trés actives situées sur leurs systémes
membranaires et intimement couplées a la chaine cytochromique (Mastsushita et al.,1985 ;
Bourgeois et Larpent, 1996).A cote des enzymes membranaires, les bactéries acétiques
possedent des éthanols et acétaldéhydes déshydrogénases solubles liées au NAD et au NADP
(Kersters et al.,2006 ; Bourgoi et Larpent, 1996)

II. 9.3.Sucres et Alcools:

Selon Hugeen 1955, De nombreux sucres peuvent étre oxydés directement. Le glucose est oxydé
en acide gluconique, il peut aussi aprés phosphorylation étre entiérement oxydé en CO; et H,0.
On peut retrouver a coté de I’acide gluconique L’acide 2-céto-gluconique, ’acide 5-céto-
gluconique et I’acide 2-5-céto-gluconique (Bourgoi et Larpent, 1996).La capacité cétogene a

partir du glucose est trés différente selon les souches(Stadler-Szoke et Coll, 1980).
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IIl. 9.4. Oxydation de ’acétate :

Les bactéries du genre Acetobacter possédent toutes les enzymes du cycle tricarboxylique) et
donc peuvent suroxyder 1’acétate(RAO, 1955).Les bactéries du genre Acétobacter (Divies, 1989)
oxydent 1’éthanol en acide acétique et ensuite oxydent I’acétate lorsque 1’éthanol a disparu du
milieu de culture. L’éthanol inhibe et réprime les enzymes d’oxydation de ’acétate, 1’acide
acetique inhibe sa propre oxydation pour des concentrations supérieures a 08° et inférieure a
3°(Bourgeois et Larpent, 1990)
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IV. 1. L'objectif de travail :

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Microbiologie Département de
Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Mostaganem Abd El
Hamid Ibn Badis, durant la période Mars- Avril -Mai.

L'objectif de notre travail est la recherche, 1’isolement et pré-identification de quelques
souches des bactéries acétiques isolées de vinaigres traditionnels de dattes et de pommes,
extraction jus de fruits a partir des déchets de pommes et datte puis élaboration de vinaigre a

I’aide de bactéries acétique.

IV. 2. Echantillonnage :
Les échantillons de vinaigre traditionnel de dattes et de pommes sont récoltés dans des

bouteilles en verre stériles

IV. 3. Milieux de culture :

L’isolement des bactéries acétiques en vue de leur identification ou de leur numération peut
donc demander I’emploi de milieu sélectif doté de propriétés antibactérienne et si possible
antifongique. Le milieu de culture de base pour les bactéries acétiques est un milieu liquide
glucose contenant du CaCO; (bouillon pour les bactéries acétiques). Pour un isolement
sélectif, il est préférable d’utiliser un milieu a 1’éthanol du type de ceux décrite pour
différencier les Acétobacter des Gluconbacter et qui permettant a la fois un isolement et une

différenciation : milieu gélose de frateur (Guiraud, 2003) (Annexes)

IV. 4. Techniques d’isolement

1 ml de chaque échantillon (1ml de vinaigre de datte, 1ml de vinaigre de pommes) a été pipeté
aseptiquement dans 9ml d’eau physiologique et des dilutions décimales ont été réalisés (10
410”).La technique d’isolement consiste & prélever 0,2 ml de solution mére et 1 ml des
dilutions (10 10"®) sont ensemencées en profondeur sur boites (1 ml) on utilise boites pour
ces dilutions, chaque dilution contient 2boite. Le milieu L’isolement sélectif des bactéries
acetiques a été effectué sur milieu frateur, Apres solidification de milieu, les boites de pétri
sont incubées a 30°C pendant 48 heures (Aboulala, 2008), (figurel10)
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Figure 10 : Isolement sur milieu frateur a partir de la solution mére et les dilutions

décimales jusqu’a 10-3 (Benaissa.A 2020)

IV .5. Purification des souches

Pour assurer la purification des souches, on fait plusieurs isolements successifs sur milieu
Frateur. La vérification de la pureté de la souche s’effectue par plusieurs repiquages du
milieu solide sur des boites de Pétri. Apres 1’incubation, I’observation des caractéres culturaux
permet de designer la pureté des souches. L’ examen microscopique est réalis€¢ a partir des
colonies isolées sur milieu de culture. Les colonies issues des derniers isolements sont

ensemenceées sur des tubes a gélose inclinée (milieu Frateur) (Guiraud, 2012).
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IV. 6. Préparations d’une suspension bactérienne :
On met stérilement de I’eau physiologique dans des tube a essai, puis on prélevé les colonies
pures et les mettre en suspension, si la suspension est trop trouble, ajuster 1’opacité en ajoutant
de I’eau physiologique (Guiraud, 2003).
IV. 7. Conservation des souches isolées
IV. 7.1-Conservation des souches isolées a quelques semaines (Courte durée)
La conservation se fait dans des tubes de gélose inclinée (milieu de Frateur) (Bougnou, 1988),
selon la méthode suivant :
1- prélever la colonie suspecte isolée, A I’aide d’une pipette Pasteur.
2-Ensemencer 1’inoculum sur milieu Frateur incliné.
3-Incuber le milieu ensemencé a 30°C pendant 48h.
4-conserver la culture a 4°C. (Guiraud, 2003).Figure 11

L
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Repiquage / Repiquage Repiquage

Incubation48h
Ensemence '@
£
Incubatio Ensemence
n48h e i
|‘ Y
1 "/ Caanma
Conservation courte durée
Ensemencement dans des tubes frateur incliné

a4°c

Figure 11: Schéma de conservation Courte durée des bactéries acétique purifiées

IV. 7.2-Conservation des souches isolées a longue durée:

Premiérement les bactéries acétiques isolées sont centrifugée deux fois avec 1’eau physiologie
puis ensemenceées dans des Micro tube Eppendorfs contient milieu de frateur liquide avec le
15% de glycérol, les cultures sont conservées en suspension dense en tubes Eppendorfs a —

4°C, ils étaient conservés une année (Vincent, 1970) (Figure 12)
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Figure 12 : Schéma de conservation long durée des bactéries acétique purifiées

IV. 8. Pré-identification des bactéries acétiques

L’identification des souches pures de bactéries acétiques, fait appel a des caractéres culturaux,
morphologique et physiologiques. (Aboulala, 2008).

IV. 8.1-Etudes des caracteres culturaux

Il s’agit de noter I’aspect des cultures en milieu solide gélosé de Frateur, les cultures sont
incubées a 30° C pendant 48 heures (Tekkouk, 1997). On notera la forme, la couleur, la taille
et I'aspect des colonies (Aboulala, 2008).

IV. 8.2-Etudes des caracteres morphologiques

Elles permettent d’observer la morphologique, la taille, le mode de regroupement, le mode de
multiplication et la mobilité des cellules bactériennes. Cette étude comprend des examens
microscopiques a 1’état frais, puis des examens microscopiques aprés coloration sur frottis

fixés (coloration de gram) (Guiraud, 2012).

a. Réalisation des examens microscopiques
Aprés Purification les souches ont été retrouvées par 1’examen macroscopique. Elles sont

microscopiques utilisées sont de deux types : Etat frais et frottis (Aboulala, 2008).
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b. Examen a I’état frais
En microbiologie, une préparation a 1’état frais consiste a enfermer entre lame et lamelle une
suspension de microorganismes vivants (Figure 13). Il permet alors d’observer : la forme des
cellules, leur mode de groupement, leur mobilité et le nombre approximatif des bactéries par
champ microscopique. Toutes ces informations définissent la morphologie bactérienne ce qui
constituent les premicres critéres d’identification. Un microscope optique est utilis¢ pour

effectuer la mise au point avec un objectif grossissant x40 (Gr x100 ou Gr x400).

S A
/ \ / E : |.!
Déposer une goutte de Coller délicatement Laisser tomber la lamelle
suspension sur une lame la lamelle avec la goutte par-dessus la goutte

Figure 13:Etapes de préparation d’une lame d’examen a 1’état frais. (Benaissa.A 2020)

c. Frottis (la cellule est morte)
La réalisation du frottis nécessite d’avoir un frottis fixé, soit par de 1’alcool durant 5 minutes
(et ringage a I’eau) ou plus classiquement en effectuant une fixation simple de 1’eau distillé et
a la flamme. Pour cette derniére étape, sur une lame on dépose une goutte d’eau distillé; puis
ajouter a 1’aide d’une anse de platine stérilisée la colonie isoles qu’il faut étaler et fixer a la
chaleur a environ 40°C pendant 10 & 15minutes (Guiraud, 2012)

d. Coloration de Gram:
les isolats ont été soumis a la coloration de Gram qui nécessite de déposer quelques gouttes de
violet de gentiane sur un frottis fixé pendant 1 min, aprés ringage, le lugol est déposé pendant
30 sec, la préparation est décolorée a 1’alcool 90% et rincé & I’eau distillée. Comme une
derniére étape, quelques gouttes de fuchsine sont versées sur la lame en la laissant agir 1 min.
La lame est ensuite lavée a 1’eau distillée. Aprés séchage a l'air libre, la lame est passée a

I’observation microscopique, avec une goutte d’huile a immersion objectif 100 (grossissement
x1000) (Guiraud, 2012)
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IV. 8.3.Etudes des caractéres physiologiques et biochimiques:
IV. 8.3.1Test de catalase:

Par le processus d’oxydation la catalase dégrade 1’eau oxygéné. Selon la réaction suivant :
H,Op———» H,0+ % 0,

Sur une lame mets une goutte d’eau oxygénée et repartie un peu de culture en milieu solide,
un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la décomposition
de I’eau oxygénée sous I’action de la catalase (Guiraud, 1998).
Formation de bulle d’air—— la bactérie posséde la catalase—— Catalase positive (cat™ ).
Pas formation de bulle d’air— la bactérie ne posséde pas 1I’enzyme — catalase négative
(cat ) (Guiraud, 2003).
Il ne faut pas utiliser d’anse de platine, car elle réagit avec H,O, et donne un faux positif. Il
est déconseillé de faire ce test a partir d’un bouillon de culture ensemence, car le résultat est
moins net. En cas de doute sur le résultat, refaire avec une plus grosse colonie (Guiraud,
2003).

IV. 8.3.2 Pouvoir cétogene:
Certaines bactéries acétiques ont la capacité de transformer le glycérol en dihydroxy acétone,
qui peut étre mise en évidence par la liqueur de Fehling. Un milieu gélosé au glycérol est
coulé en boite de pétri et ensemencé par touches. Apres 48 heures d’incubation a 30° C, une
colonie des bactéries a prélevé et inséré dans un tube contenant une solution de Fehling, puis
chauffer jusqu’a 1I’ébullition. Un halo d’oxyde de cuivre rouge se développe autour des
colonies a pouvoir cétogene (Guiraud, 1998).

IV. 8.3.3Culture en présences d’ammonium comme seule source d’azote et de 3%

d’éthanol:
Elle est mise en évidence sur le milieu de liquide de Hoyer-Frateur. Une a trois gouttes de
suspension bactériennes pour 1’incubation de milieu a 30 ° C, pendant une période allant de 2
a 14 jours. Il y a une formation d’'une membrane de couleur blanche, ce résultat doit étre
comparé a un milieu Témoin sans ammonium (Guiraud, 1998).

IV. 8.3.4 Présence d’un pigment sur le milieu d’isolement:
Certaines souches de bactéries acétiques possedent un pigment rose ou brun. Pour réaliser le
test de pigmentation on utilise un milieu glucose carbonate solide ; les souches sont
ensemenceées et incubées a 30° C, pendant 48 heures. On remarque la présence ou I’absence

de pigmentation (Guiraud, 2003).
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IV. 8.3.5 Formation d’acide gluconique a partir du glucose:
Le test de formation d’acide gluconique se réalise en utilisant le milieu gélosé carbonaté
solide, les souches sont ensemencées et incubées a 30° C, pendant 48 heures. Le
développement s’est traduit par I’apparition des zones claires autour les colonies (Guiraud,
2003).

IV .8.3.6 Formation d’acide cetogluconique:

Elle est mise en évidence sur le milieu de Haynes. Les souches sont ensemencées dans les
tubes et incubées a une température de 30° C, pendant 48 Heures. La révélation se fait a 1’aide
du réactif de Bénédict avec 10 minutes de chauffage au bain- Marie a 100°C. S’il y a
formation d’acide ctogluconique a partir de glucose, on note ’apparition d’un précipité rouge
orangé (Guiraud, 2003).

IV.8.3.7 Production de cellulose:

Le test de production de cellulose par les bactéries acétiques se réalise en utilisant le bouillon.
Apres I’ensemencement et I’incubation a 30° C pendant 48 heures. Il y a une formation d’un
Pellicule a la surface du milieu, est prélevée et placée dans une capsule ou sur une lame et
recouvert de réactif iodé¢ (lugol) puis D’acide sulfurique a 60% (Guiraud, 2003). Le
développement des fibres d’une couleur bleue signifier une production de cellulose (Gibbs et

Shapton, 1968).

IV. 9.Elaboration du vinaigre:
IV. 9.1.Préparation de jus de fruits:

L’extraction de jus de Fruits passe par plusieurs étapes, selon la méthode de Acouréne et
al,2001, Tout d’abord les dattes et pommes sont lavées et enlevées le noyau et découpées en
petites morceaux dans le but d’augmenter la surface de contact avec 1’eau et afin d’extraire le
maximum de jus, ensuit nous avons mis 1kg de ce mélange dans un récipient et on 1’ajout
1500 ml d’eau et 100g de sucres et sont portés a la bouillante pendant 30 min pour ramollir
les parois puis au broyage. Enfin filtrés avec un chiffon a pores fins pour les éliminer des

impuretés et des fibres grossieres pour obtenir du pur jus de fruit.
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Figure 14 : déchets des fruits figure 15 : Découpage et ajouter le sucre

Figure 17 : jus des fruits. Figure 18: Rebut (Valorisable)
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IV. 9.2.Elaboration du vinaigre a partir de jus de datte:

Le jus des fruits obtenus nous le divisons en deux échantillons :

Le premier échantillon de 250 ml on 1’ajoute 20 ml de vinaigre de table et on le mettre dans
un récipient fermé avec une couverture qui permet I’entrée de ’air et éviter I’entrée d’insecte
puis est placé dans I’incubateur dans une température de 30° pendant 15 jours dans un endroit
sombre.

Le dixiéme échantillon de 250 ml on ’ajoute les bactéries acétiques et on le mettre dans un
récipient fermé avec une couverture qui permet I’entrée de I’air et éviter ’entrée d’insecte
puis est placé dans I’incubateur dans une température de 30° pendant 15 jours dans un endroit
sombre.

IV. 9.3.Analyses physico-chimiques:
IV. 9.3.1Détermination de pH:

Le suivi du pH est essentiel pour le controle de la fermentation microbienne. Sa variation
renseigne sur ’activité métabolique de la microflore. Le pH est déterminé par la lecture

directe sur un PH métre
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Résultats et discussion

V. 1. Résultats d’isolement et purification des colonies des bactéries acétiques :

Les résultats d’isolement des bactéries acétiques a partir des échantillons du vinaigre
traditionnel de dattes et pommes sur milieu naturel gélosé, sont résumés dans (tableau I1)

Tableau I1 : caracteres culturaux des colonies apparues sur milieu naturel des différents échantillons

Colonie
) Forme Couleur Aspect Taille
Echantillons
Vinaigre de datte Ronde irréguliéere | Blanche,brunatre | Lisse, bombée | Moyenne
Vinaigre de pomme Ronde irréguliere | Blanche Lisse, bombée | Petite

Figurel9 : Aspect des colonies en profondeur sur milieu Frateur (originale 2023)

Observé apres isolement des bactéries acétiques sur milieu Frateur, des colonies irrégulieres
de différentes tailles entre (Imm- 4 mm), Lisse, bombée, se présentent de couleurs variables.
Les colonies de couleur blanche brunatre s’observent pour 1’échantillon vinaigre de datte, Les
colonies de couleur blanche s’observent pour 1’échantillon vinaigre de Pomme .Selon Zahoor
et al. (2006), dans le cas des échantillons de jus de canne a sucre, de décharge d’eau et de
pomme pourrie, la plupart des colonies étaient petites, blanches, sphériques, ponctuées,
surélevées et blanc cassé. , le diametre des colonies a la surface des boites de milieu standard

(GYC) ne dépasse pas 3 mm .pour Albornoz (2012), la taille varie entre 0.4a 1mm.

Les bactéries acétiques issues de la mangue jeté étant lisses et d'autres visqueuses, irréguliéres
et étalées (Ndoye et al, 2007).Toutes les colonies issues des différents échantillons de
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vinaigres de dattes ont un contour irrégulier de diametre de 1 a 5 mm. Les caractéres
morphologiques et culturaux des colonies présentes des profils caractéristiques correspondent
probablement aux bactéries Acétiques (Ould EI Hadj ,2001).

On a réalisé plusieurs purifications successives sur milieu Frateur, pour vérifier I’homogénéité

des colonies, aprés la purification on a distinguer 02 souches (figure 20)

Colonies isolées

Figure20 : Aspect des colonies aprés une 4eme purification des bactéries acétiques sur milieu
gélosé de Frateur(originale 2023)

V . 2. Résultats des examens microscopiques des colonies obtenues apres

isolement :

L’examen microscopique des souches a I’état frais, montre que les bactéries sont mobiles
Elles présentent une mobilité modéré, qui est due a la présence des flagelles péri triches ou
polaires (Mamlouk et Gullo, 2013).les Cellules sont filamenteuses, longues, et présentent des
renflements fusiformes. Aprés la coloration de Gram, les bactéries apparaissent sous
microscope en forme Coccobacille de taille variable, de couleur rose indique que ce sont des
Gram négatifs et elles Se regroupent en amas, en chainette, isolés, ou en diplocoques.

(Figure 21) (Tableau I1I).
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Figure 21 : Aspect des cellules isolées apres coloration de Gram sous microscope

Optique (Grossissement x100). (Originale 2023)

Tableau 111 : Caractéristiques morphologiques des bactéries acétiques apres coloration de Gram

Echantillons Morphologie des cellules Mode de regroupement Gram | Mobilité
Vinaigre de datte
Coccobacille Amas, Diplocoques, chainette, isolés _ +
Vinaigre de pommes

Selon Kadere et al. (2008) et Arifuzzaman et al. (2014), les souches d’Acétobacter et
Gluconobacter de vin de noix de coco et de bagasse de canne a sucre, jus de canne a sucre, eau de
traitement du jus de canne a sucre, sol, pommes pourries, raisins rouges pourris et raisins blancs
pourris respectivement sont des Gram négatifs. Beheshti-Maal et Shafiee (2010), ont identifié des
bactéries du genre Acétobacter de forme cocci ou coccobacille, regroupées en diplo ou bien isolées.
Ils ont trouvé quelques streptobacilles Gram négatif. Pour Ghariani et al. (2017), les bactéries
acétiques retirées de la séve du palmier tunisien (lagmi), sur milieu gélosé GYPG (Glucose, extrait
de levure, peptone), sont blanches, crémes, pales, de forme circulaire bombée ou convexe, étoile,
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rugueuse, lisse, plate, de taille petite, moyenne et grande. Le Gram est négatif a variable, bacille
simple, paire en chainette, cocci, coccobacilles. Les bactéries acéetiques de vinaigre de fruits
excédentaires sont mobiles en raison de la présence des flagelles péri triches ou polaire. Pour
Soheir(2012), I’examen microscopique des colonies bactériennes acétiques isole dans le thé de

Kombicha en Egypte, donne la méme forme, regroupements et Gram avec nos résultats
V. 3.Résultats de la pré-identification des bactéries acétiques:

Les résultats de la pré-identification des souches pures isolées a partir des échantillons du
vinaigre traditionnel de datte et pomme, selon les caractéristiques physiologiques et

biochimiques sont présentés dans le (Tableau 1V).

Tableau IV : caractéres physiologiques et biochimiques des souches des bactéries acétiques isolés.

EVD EVP

SM -1 -2 -3 SM -1 -2 -3
Test de catalase + + * * + + * *
Culture sur M + + N * + + * *
Hoyer (NH4)
Pouvoir cétogeénes + + * * + + * *
Formation d’acide
Gluconique - - * * - - * *
Formation d’acide
Cétogluconique - - * * - - * *
Test de - - * * - _ * *
pigmentation
Cellulose - - * * - - * *
Numéro de souche 02 01 * * 02 01 * *

*: Test indisponible.

+ : Test positive.

- : Test négative.
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V. 4.Résultats de I’étude des caracteres physiologiques et biochimiques:
V. 4-1 Réalisation de test catalase:

Apres la réalisation de test catalase, nous avons remarqué production d’O2 et I’apparition de
bulles cela montre que nos souches sont de catalase positive. (Figure22).

Figure 22 : Résultats du test catalase (originale 2023)

L’enzyme catalase permet la décomposition de 1’eau oxygénée (H202) produit en fin de la
chaine d’oxydoréduction en O2 et H20 (Guiraud, 2012).Pour Khelif (2016), les isolats
d’Acétobacter issues du vinaigre traditionnel de dattes (Hamraya et Déchet Daglet-Nour)
d’Ouargla, présentent un catalase positive. Les bactéries acétiques des genres Acetobacter et
Gluconobacter indigénes provenant de pommes, figues, raisins, abricots, dattes, nectarines,
prunelle, péche et poire, isolé, caractérisé et optimisé par Beheshti-Maal et Shafiee (2010),

sont pourvues de catalase.

V. 4-2 Résultats de Culture en présences d’ammonium comme seule source

d’azote et de 3% d’éthanol:

La culture sur le milieu de Hoyer pendant 14 jours a 30° induit le développement d’une
membrane blanche a la surface de milieu et une turbidité dans les cultures des souches cela

indique que le test Hoyer positive. (Figure 23)
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Figure 23 : Résultats de la culture sur milieu de Hoyer (originale 2023)

On remarque aussi dans les cultures de ces souches en absence d’ammonium (témoin) il n’y a
pas de variation ce qui permet de conclure alors que ces souches peuvent se développer en
présence d’ammonium comme seul source d’azote et de d’un peu d’alcool (3% d’éthanol)
.Les bactéries acétiques isolées par Kadere et al. (2008), issues de boisson de noix de coco

peuvent se développer en présence d’ammonium comme seule source d’azote.
V. 4-3 Résultats de test Pouvoir cétogene:

Aprés le prélevement des cultures sur le milieu gélosé au glycérol et inséré dans des tubes
destinés a étre chauffés et contenant la liqueur de Fehling, On note I’apparition d’un halo
rouge autour de colonies résultant de la précipitation de 1’oxyde de cuivre donc le pouvoir
cétogene est positif. Ce pouvoir se caractérise par la propriété de transformer la fonction
alcool secondaire en fonction cétonique. Grace a cette propriété les bactéries acétiques sont
utilisés industriellement pour produire des acides cétoniques comme 1’acide ascorbique
(vitamine C).Stasiak et Blazejak (2009) rapportent que les souches exercent un pouvoir
cétogene, disposent d’une enzyme membranaire qui s’appelle la glycérol-déshydrogénase

(GLDH) capable d’oxyder le glycérol en dihydroxy acétone. (Figure 24 .et 25).
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Figure 24 : résultats d’incubation sur milieu gélosé (originale 2023)

Chauffer

S1

Figure 25 : Résultat de test pouvoir cétogene (originale 2023)

V. 4-4Résultats de test de formation d’acides gluconique:

Pour les souches ensemencées dans le milieu glucosé carbonaté aprés une incubation de 48
heures, les zones claires n’apparaissent pas autour des colonies cela montre que ces souches

ne peuvent pas produire 1’acide gluconique a partir de glucose rendant alors ce test négatif

(figure 26).
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S1 S2

Figure 26 : Résultats de test de formation d’acides gluconique a partir de glucose (Originale
2023)

Pour certains isolats d’Acétobacter du vinaigre traditionnel de dattes (Hamraya et Déchet
Daglet-Nour) d’Ouargla, le test de formation d’acide gluconique a partir du glucose sur milieu

gélose carbonate de calcium donne un résultat négatif (Khelif, 2016).

V. 4-5 Résultat de test de Formation d’acide cétogluconique:

Le test de formation d’acide cétogluconique est négatif car aprés 1’ensemencement des
souches sur le milieu Haynes liquide et I’incubation 48 heures a 30°C, la révélation a ’aide de
réactif de Bénédict avec 10 minutes de chauffage au bain-marie a 100°C. On n’observe pas
une apparition d’un précipité rouge orangé Donc les souches d’acétobacter ne produisent pas
I’acide cétogluconique (figure 27).

T. S1 T S2

Figure 27 : Résultats de test de formation d’acide cétogluconique (originale 2023)
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Les travaux de Li et al, (2012), de I’isolement et 1’identification des bactéries acétiques issues
des dépbts abricot, montre la présence des bactéries acétiques qui ne peuvent pas former

I’acide cétogluconique.
V. 4-6 Résultats de test de Présence d’un pigment sur le milieu d’isolement:

Concernant le test de pigmentation sur le milieu glucose carbonate solide, il n’y a aucune

apparition de pigments (test neégative)(Figure 28).

S1 S2

Figure 28 : Résultat de test de pigmentation (originale 2023)

D’apres Aboulala (2008), le test de pigmentation sur milieu glucose carbonate solide, montre
que la sous-espece de I’espece Acétobacter aceti issues du vinaigre traditionnel des dattes
DagletNour et HchefDaglet-Nour de Ouargla, Ghardaia et Touggourt présente un résultat
négatif. Pour (Kadere et al., 2008), tous les isolats d’Acétobacter issues du vin de noix de
coco de zones de Mtwapa et Kikambala de la région cotiere du Kenya, les résultats de test de
formation de pigment brun sur milieu GYP (Glucose, Extrait de levure et peptone) étaient
négatifs. Les bactéries acétiques issues de la canne a sucre et des fruits pourris, isolés par
Arifuzzaman et al. (2014), présente un résultat négatif de pigmentation brune sur milieu
GYP.

V. 4-7 Résultat de test de production de cellulose:

Pour les souches ensemencées sur le bouillon et incubées pendant 48 heures, on préleve la
pellicule formeée a la surface de milieu et lorsque on ajoute lugol et 1’acide sulfurique a 60%,
la couleur devient violette, absence des fibres de couleur Blue. Donc ces souches ne peuvent

pas produire la cellulose. (Figure 29)
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Figure 29 : Résultat de test de production de cellulose (originale 2023)

Romero-Cortes et al, (2012) trouvent dans les études d’isolement et caractérisation des
bactéries acétiques dans la fermentation des souches bactérienne acétique ne produisent
pas la cellulose. Le test de production de cellulose présente un résultat négatif pour
certains isolats d’Acétobacter issues des vinaigres des dattes Daglet-Nour et HchefDaglet-
Nour de Ouargla, Ghardaia et Touggourt (Aboulala, 2008) etdes dattes Hamraya et Déchet
Daglet-Nour de Ouargla (Khelif, 2016).

V. 5. Résultats d’Elaboration de vinaigre a partir des bactéries acétiques et vinaigre de

= |

table :

B \Y

Figure 30 : Résultats d’élaboration de vinaigre a partir de bactéries acétique« B », & partir de
vinaigre de table « V » (originale 2023)
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Aprés 15 jours on obtient le vinaigre, on note les suivantes :

e Des changements de couleur et I’odeur.
e [’apparition de couche d’eau.

e Le liquide devient acide.

Le vinaigre est issu de deux réactions chimiques ; la fermentation alcoolique et la
fermentation acétiques, le sucre contenue dans le jus de fruit au contact de ’air et de certains
micro organismes est transformé en alcool aprés débute la fermentation acétique sous 1’action
d’acétobacter qui transforme 1’alcool en acide acétiques (Chapin S., 2011).La couche d’eau
est un voile léger a une consistance gélatineuse due lorsque les bactéries acéetiques

rassemblent a la surface de vinaigre (Chapin S.,2011).

V. 5.1 Résultats des analyses de pH:

Les résultats des analyses de pH sont présentés dans le( tableau Vet VI)

Tableau'V : résultats des analyses de jus des fruits et les deux échantillons avant la fermentation :

Jus des fruits (témoin) Jus des fruits + V| Jus des fruits + B

pH 5,35 5 5.35

V : vinaigre de table.
B : bactéries acétiques.

Tableau VI: résultats des analyses des deux échantillons apres 15 jours de la fermentation :

Vinaigre A vinaigre B

pH 4.00 3.90

Vinaigre A : vinaigre obtenue a partir I’addition de vinaigre de table au jus des fruits.

Vinaigre B : vinaigre obtenue a partir 1’addition des bactéries acétiques au jus des fruits.
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Apres 15 jours de la fermentation, On remarque que les vinaigres obtenus a partir 1’addition
de bactéries acétique et vinaigre de table ont des PH proche avec de légeres variations. Les
valeurs obtenues 3,90 chez les vinaigre a partir de bactéries acétique et 4.00 chez les vinaigre
a partir de vinaigre de table. Ces résultats sont comparables a ceux évoquées par Bouaziz
(2009), rapportent des pH de 3,40 a 3,65 pour le vinaigre Traditionnel de datte ces résultats est
concorde aussi avec a celle rapportés par Beneddine et Ben TadjJ en 2009, soient 3,41 ; 3,42 ;
3,49 pour les variétés de Harchaya, H’Chef Deglet Nour et Degla Beida.

Sur la base de ces résultats, nous pouvons dire que l'ajout de bactéries acétique
« Acétobacter » jus de fruit dans Température 30 °C (une température appropriée pour la

croissance des bactéries acétiques) accélére le processus de fermentation.

Les mesures du pH informe sur I’évolution de 1’acidité du milieu, fonction du métabolisme
des micro-organismes acidophiles. Ces valeurs se situent entre 3 et 4 ; donc le milieu est
fortement acide. Ce sont des milieux favorables pour les germes acidophiles (Ould EL-Hadj et
al, 2001). L’activité des microorganismes acidophiles, abaisse le pH du milieu, suite aux

processus de fermentation acétique (Bouaziz et al, 2010).
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Conclusion

La datte et la pomme constituent la matiére premieére pour I’¢laboration des produits
alimentaire, parmi lesquels, le vinaigre qui utilisé comme agent aromatisant des aliments et
conservateur alimentaire, aussi dans medecine traditionnelle, il traite le surplus de poids, le

diabete, les maux de téte et de gorge...etc.

L’extraction des bactéries acétiques se fait a partir le vinaigre de pomme et dattes par dilution
décimale et 1’isolement dans le milieu fréteur, qui nous a permis de détecter la différence
entre les caractéres culturaux des deux échantillons. llIs sont similaires dans 1’aspect et la
forme cependant different au plan de la taille et de la couleur. Aprés la purification des
souches, I’examen microscopique dans cette étude permet d’affirmer que les bactéries des

deux échantillons sont identiques dans les caractéristiques morphologiques.
Grace aux tests biochimiques nous avons pu conclure que

Les bactéries acétiques possédant I’enzyme catalase, peuvent transformer le glycérol

en dihydroxy acétone, se développent en présence d’ammonium comme seul source d’azote.

Les bactéries que nous avons étudiées n’ont pas la capacité de produire 1’acide gluconique et

cétogluconique et ne produisent pas la cellulose.

La deuxieme étape dans notre travail est 1’addition des bactéries acétiques extraites au jus des

fruits pour obtenir le vinaigre, le réle de ces bactéries est d’accélérer le temps de fermentation.

Le jus est fabriqué a partir des déchets de fruits de mauvaise qualité ce qui correspond a un
recyclage. Le vinaigre fabriqué a partir des bactéries acétiques présente un pH acide qui est
défavorable pour le développement des microorganismes pathogeénes ; le changement de

couleur et I’odeur de jus parmi les indices de succes le processus de fermentation.
Nos travaux ouvrent d’autres perspectives qui sont :

% L’amélioration des techniques traditionnelles pour produire le vinaigre biologique a
I’échelle industriel.

% Optimisation des conditions de fabrication ce produit par I’application d’une
oxygeénation intensive et thermostatisation de température.

% On peut étudier la qualité hygiénique de vinaigre ce qui concerne son activité
antioxydant.

% Bénéficiez des déchets de fruits ou des fruits a faible valeur marchande en les

recyclant en vinaigre pour lutter contre le gaspillage et la pollution.
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Arn7nexes



Annexe des milieux de culture

1. Milieu Frateur :

Ingredients Composition
Extrait de levure 309
Carbonate de calcium 20 ¢

Agar 209

Eau distillée 1000 g

Apres autoclavage de 110°C pendant10 mn

On ajoute 100 ml d’alcool éthyliquesal5%.

2. Milieu gélosé au glycérol: test de pouvoir cétogene

Ingredients Composition
Extrait de levure 3049
Glycérol 3049

Agar 209

Eau distillée 1000 ml

Apres autoclavage de 15°C pendant 10 mn
On ajoute100 ml d’alcool éthyliquesal5%

3. Milieu de test de Hoyer:

Ingredients Composition
Sulfate d’ammonium 1g
Phosphate di potassique 01g
Phosphate mono potassique 09g

Sulfate de magnésium 0.025¢
Perchlorure de fer 0.02 ml

Eau distillée 1000 ml

Autoclavage 15mn a 120 C°.
Avantl’emploi, ajouter dans chaque tube de milieu 1ml d’une solution stérilisée par

filtration d’éthanol a30%.



4.

Milieu test de pigmentation:

Ingredients

Extrait de levure

Carbonate disodique anhydre

Glucose
Agar

Eau distillée

Autoclavage 120C° pendant15 mn.

Composition
309¢

209

209

209

1000 ml

5. Milieu gélose carbonaté solide (milieu de test d’acide gluconique):

Ingredients

Extrait de levure
Carbonate de calcium
Glucose

Agar

Eau distillée

Apres autoclavage a 110°C pendant10mn
On ajoute100 mld’alcooléthyliquesal5%.

Composition
10 g

209

100 g

259

1000 ml

6. Milieu de Hayenes (milieu test de formation d’acide cet gluconique):

Ingredients

Extrait de levure
Peptone

Phosphate dipotasuime
Glucose

Eau distillée

Autoclavage 120 C° pendant 15mn.

Composition
1g

159

1g

409

100 ml



7. Bouillon pour les bactéries (milieu teste de production de cellulose).

Ingredients Composition
Extrait de levure 10 g
Carbonate de calcium 209

Glucose 100 g

Eau distillée 1000

Autoclavage : 120 C° pendant 15 mn.
8. Eau physiologique:

Ingredients Composition
Chlorure de sodium 99
Eau distillée 1000

Autoclavage : 120C°pendant 15 min.
9. Reéactif de Bénédicte:

Ingredients Composition
Sulfate de cuivre 17.3g
Carbonate de sodium 100g
Citrate de sodium 1739

Eau distillée 1000 ml






