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Résumé

La datte a toujours été depuis les temps immi@mro un élément important de I'alimentation
tant pour les humains que pour les animaux, sauptmh mondiale s’éleve a plus de 58 millions
de tonnes placant ainsi I'Algérie al'® rang des pays producteurs de dattes avec 470490 t
dont 30% sont des dattes communes a faibles vatearshandes pour la plus part destinées a
l'alimentation du bétai{FAO, 2007) .

La présente étude a été conduite dans Ipgetrge de la valorisation de produit de datte en
essayant de mettre au point le miel de datte (Hreird’évaluer 'importance de ce produit pour

la santé.

Pour 'activité antimicrobiennes, des inhibits nettes et effectifs ont été obtenue avec tous

les souches testées jusqu’a la concentratioft) @hégatives avec les autres dilutions>(10
10°,107).
Concernant le biofilm les résultats étaient tiégavec tous les microorganismes étudiés.

Mots clés :Datte Algérienne, Miel de datte, Activité antiba@éne, Activité antifongique.



Summary

The date has always been since time immemorialndportant element of the power supply
for both humans and animals, its world productiamants to more than 58 million tonnes
thus placing the Algeria in the 6 rd row of thegwoer countries of dates with 470 000 t/year,
of which 30% are dates common to low market valiegesthe most part intended for the

feeding of livestock (FAO, 2007) .

This study was conducted in the perspective oivgierisation of product of dates in trying to
develop the honey of dates (HMIRA) and to assessirtiportance of this product for the
health. For the antimicrobial activity, net inhibits and staff have been obtained with all
strains tested up to the concentration (10-4) asghtive with the other dilutions (10-5,10-

6,10-7). Concerning the biofilm results were negatvith all studied strains.

Key words Algerian Date, Honey of dates, Antibacterial @ityi Antifungal activity.
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Introduction générale 1

'Algérie est un pays producteur de dattes (Phoetaxtylifera L) avec une

production annuelle de plus de 500 000 tonnes.drepla plus importante de ce

tonnage constitue les dattes communes. Cellesatides variétés seches a faible
valeur marchandéBen Abbes 2011).

Les produits dérivés des dattes sur le maneti@nal restent faibles quantitativement au
regard de I'importance de la production. La pateldies et tout recemment le rob reste les

produits les plus présents sur lemarché nationabinte produitstransformésa base de dattes

Dans les écosystemes naturels, les micro-mngas vivent généralement au sein de
communautés microbiennes appelées biofilms. Urilimadst constitué de micro-organismes
adhérant a une surface ou une interface en milieuide ou aqueuxJosterton et al., 1994),
on parle alors de communautés microbiennes ses€itss micro-organismes sont englobés
dans une matrice généralement constituée de pabgméxtracellulaires ou EPS
("extrapolymeric substances") sécrétés par ces m@émwo-organismes. Les EPS renferment
en majorité des polysaccharides macromoléculaires enoindre mesure des protéines, des
lipides et acides nucléiqueslémming et al., 1999 ; Sutherland, 2001).

Depuis plusieurs années, les biofilms somildée d’'importantes recherches montrant que
leurs propriétés biologiques sont aussi diverseslegi organismes qui les constituent et qu'il
existe une multitude d’environnements dans lesquislspeuvent se développer. Les
recherches sont axées soit sur la lutte contrebileims, ceux-ci étant responsables de
nombreux problémes économiques et sanitairessapikutilisation des propriétés positives
des biofilms. Par ot, 2007)

Il'y a des maladies qui sont dues a des exi@dans la biochimie du corps, mais beaucoup
d’autres résultent des activités de certains micganismes qui provoquent une maladie.
Parmi les nombreuses maladies d'origine microbienoertaines sont dues a des
champignons, certaines a des virus, d’autres apdewzoaires et d’autre enfin & des

bactériegfBousseboua ,2002)

L’objectif principal de cette étude est detée d’évaluer I'activité antibactérienne et

antifongique de miel de datte «Rob» extrait a pdes dattes.



Introduction générale 2

Le mémoire est présenté au travers de troisiesarLa premiére est une synthése
bibliographique qui présente en premier lieu le Imie datte, ensuite une revue
bibliographique est faite sur les propriétés dufiloio La deuxieme partie détaille les
matériels et méthodes ; elle décrit les conditiergérimentales utilisées. Dans la derniére

partie nous exposons les résultats obtenus ehidestant.

Enfin une conclusion générale permet de résueserésultats obtenus et de discuter les

perspectives et applications potentielles d’'unrgelail.



Etude bibliographique
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Chapitrel : Le Miel 3

l. Géneéralités :

Le sirop de datte, également appelé miel de dedt un sirop sucré foncé (mélasse de
fruit) obtenu a partir d'extrait des dattes etdyei de la cuisine arabique. Il est appelé Rub Al
Tamr dans le monde arafdohamed et Ahmed, 2006).

Le sirop de dattes est un produit naturel extrag dattes, il est liquide et tres concentré, il

peut étre utilisé comme un édulcor@UNIER, 1973).

Le sirop de dattes peut étre fabriqué avecetolgs variétés de dattes de qualité secondaires
préférentiellementMJUNIER, 1973 et EL-OGAIDI, 1987 cite par MIMOUNI, 2 009), il peut étre
considéré comme un sucre inverti naturellement,ilcaontient des proportions en glucose et
fructose presque égales, et une faible quantigadeharose, qui peut étre inverti en sucres simples
lors de l'extraction sous l'effet thermique et @éiddu milieu (EL-OGAIDI, 1987 cité par
MIMOUNI, 2009).

Figure (1) : miel de datte. Figure (2) : datte Hmira.

D’aprés (www.riafoodtech.fr) D’aprés (data.abuledu.org)

Rob est généralement fabriqué avec des dattes waritté Mech-Degla de bonne qualité ou
médiocre. QAlokaidi, 1987 signale que toutes les variétés peuvent sen@ fabrication du
sirop de datte. Dans la préparation du Rob néeedsitgrande quantité en dattes (30 kg /20 |
d’eau pour 8 litre de Rob), ce qui rend impératieatmeécessaire aux artisans de

S’approvisionner en dattes plus aptes a la conservavec un prix d’achat abordable.
Il. Caractéristiques physico-chimiques et biochimigies du sirop de dattes (Rob) :

Le sirop de dattes se caractérise par unaitareeau de 25% du poids frais et une teneur
élevée en sucres totaux qui représente 96% domjlarité est sous forme de sucres réducteurs.
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Les éléments minéraux et les protéines somirésents en faibles quantités
(ABDELFATTAH, 1990 ; IBRAHIM et KHALIL, 1997citer pa r MIMOUNI, 2009) et en
substances bioactives tel que les polyphénols xotauil sont élevées par rapport a celles des

matieres premieres.

Le sirop de dattes a un degré Brix compriseen8 a 75 % ce qui permet sa conservation au-

dela de deux ans, sans risque d'altération et légosirop est compris entre 6 et 6,5.

(ABDELFATTAH, 1990 cité par MIMOUNI, 2009). Selon ULRICH MAZIS (2013), la
teneur de sirop en glucose est égale a 37%, aelieictose est 35% et le Saccharose 1%.

La teneur en eau de sirop de dattes est dé.2Dette valeur est supérieure a celle trouvée
parAL -HOQOTI et al., (2002) cite par DJOUAB, (2007) qui sont de 16,76 % et 16,25 % pour
les sirops des variétés Saoudiennes Bihri et Sadpectivement. lls rapportent que le taux de
solide soluble de sirop est de 80° Brix, le sidgp datte peut étre une bonne source de

macroéléments comme le calcium, le phosphore,tispm, le magnésiu(®@JOUAB, 2007)

Tableau(1) : Composition biochimique du sirop de dattésBDELFATTAH,
IBRAHIM et KHALIL, 1997 cité par MIMOUNI, 2009 ).

1990 ;

Sirop de datte
Parameétres ABDELFATAF, 1990 IBRAHIM et KHALIL,
1997
Teneur en eau (%) 25,00 24,80
Sucres réducteurs (glucose|et 90,40 81,50
fructose) (%)
62 ,06 Sucres non réducteurs 05,60 04,90
(saccharose) (%)
Sucres totaux (%) 96,00 86,40
Protéines (%) 0,50 2,10
Eléments minéraux (%) 01,83 6,60
Acidité 0,17 0,20
Degré Brix (°Bx) 73 475 76,0
Vitamine A, les vitamines du + +
groupe B

Concernant, le sirop de la variété Ghars et M2ebla possede les caractéristiques
biochimique .Le taux des polyphénols totaux esté&ians la variété Mech-Degla et Ghars
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9,1+0.107 % et 9, 5 +0.005 %(MS) respectivementsdartableau.ZBENAHMED DILALI,

2012).

Tableau(2) : des sirops des dattes variété Mech-Degla et GB&NAHMED DILALI, 2012 ).

Teneurs moyennes
Parametres Sirop de variété Ghars Sirop de variété Mech-
degla
pH a 22°C 5,64 £ 0,01 5,22 + 0,02
Matiére séche (%) 58,25+ 0,12 59,92 + 0,35
Taux de cendres (%) 1,29 + 0,66 1,26 + 0,43
Acidité titrable (g d'acide 2,10£0,01 3,36+0,01
citrique pour 100g de
produit)
Teneur en poly-phénols 9,510,005 9,140,107
totaux (% EAG ou mg pour
100g de MF)
Sucres totaux 95,28 85,10
sucres Sucres 87,73 25,10
(a/) réducteurs
Saccharose 7,25 57,6

Il. Dattes utilisées pour la fabrication du rob :

Les variétés les plus couramment rencontréles gllus utilisées sont : Mech-Degla (datte a
consistance seche), Ghars (datte de consistanée) mibDeglet- Nour (datte de consistance
demi-molle).

Figure(3) : Variétés utilisées pour la fabrication de « Rob »

MD : Mech Degla DB : DeglaBeida DN : Deglet Nour GH : Ghars

BDN mDB mGH mMD
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IV. Processus de fabrication du «Rob » par les agans :
Selon(Belguedj et al. (2015)).
IV.1. Triage :

Cette opération s’avere lente et fastidieusentéia surface de triage étroite, il faut ramasser
toutes la quantité de dattes triées et les stoakgart, ensuite verser une autre caisse ou sac
remplie de dattes non triées, ce qui nécessite&ffort musculaire de la part de la personne

chargé de triage.

IV.2. Lavage par trempage :

Le trempage s’avére une méthode efficace pour cedsar les dattes des différentes sources
d’altérations, sauf que le renouvellement manuddid’eau de lavage nécessite de faire drainer
cette eau, ensuite le remplissage du bac de lavamriveau. - L'agitation manuelle n’est pas

toujours efficace car elle doit étre faite regudi@ent.

IV.3. 1ére Extraction a chaud :

L’extraction des sucres contenus dans les datesst pas efficace car ces dernieres utilisées ne

sont pas écrasées ce qui entraine une diminutiden sleface de contact entre la pulpe de datte

Et I'eau d’extraction, et par conséquence undepeon négligeable des matiéres sucrantes

contenues la dedans ;
Le rapport Eau / datte 0.6/0.40 n’est pas suffisant pour une meilleurastion ;

En conclue des deux points citées ci-dessus gy@vhit une relation positive entre le taux
d’extraction du sucre et le rapport Eau /Datte motétre due a I'augmentation du taux de
diffusion moléculaire et du meilleur contact solidgiide. En conséquence, I'augmentation du
taux d’extraction entraine la diminution du tauxsiere résiduel dans la pulpe de datte ; - La
présence de pectine (polymeres complexes a hads pooléculaire, tres estérifiées et tres
hydrophiles et la principale source de rétentiom ldpiides dans le fruit) et matieres cellulosique
conduit a sa gélification et entravent I'extract@qui en diminue I'efficacité ; - La température

d’extraction (85.83 + 14.05 °C) pendant un tempss gu moins prolongé (7.25 + 4.95 h) peut
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entrainer la perte en sucres et éléments nutdtifpendrées par les réactions de Maillard et la

caramélisation.

- La solubilité des protéines contenant dans Iéeslaiminue lors de I'extraction a chaud. Cette
perte de solubilité a des conséquences majeurdssspiropriétés moussantes des protéines. Sous
l'action de différents procédés, chauffage..., heslécules de protéines se dénaturent, se

déroulent et emprisonnent de l'air. Cette opératmrduit a la formation d'une mousse.

IV.4. 2éme extraction a chaud :

Les dattes sont déja perdue leurs contenues gérenaucrantes lors de la premiere extraction,
passant a une 2eme extraction avec un rapport/dedie= 1/2, a une température plus au moins
élevée (76.83 °C +15), pendant un temps relativénmmy (6.44 h = 3.28), le liquide va
s’enrichir davantage en matiére pectiques et caigles.

IV.5. Concentration :

Par évaporation Difficultés de contrbler I'étape Bévaporation de I'extrait de datte, le
phénomeéne de caramélisation est fréquent.

IV.6. Pressurage par torsion :

- Bien que les résidus subissent un double fitirati’'extrait de la 2éme cuisson n’est pas filtre.
De ce fait I'extrait final est encore chargé deigras pectiques et de fins résidus, ainsi le Rob
obtenu présente une pulposité et une astringenc®pcée.

IV.7. Concentration :

par évaporation Difficultés de contréler I'étape Evaporation de I'extrait de datte a une
température de 64.25°C + 19.27, pendant un temygs gai moins long 3.37 h £ 1.06 Jusqu’a

74,62 £ 3,01 °Brix , le phénomene de caramélisagirfréquent.

V. Proposition d’amélioration de procédé de fabriation des produits a base de dattes :

Dans cette partie, des techniques d’améliaratie procédé de fabrication de Rob ont étés
proposeées afin d'augmenter le rendement, dimiregepértes en composées ayant intérét dans le

processus.
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V.1. Rob:

V.1.1. Réception:

La décharge du camion, les dattes sont trarégmkters la section de triage a travers élévateur
a godets en chaine, munie d’'une balance automatdifijuele peser les dattes entrainées vers la

transformation ; ces derniers sont déchargés dabaai(figure 3 (2)) allant au ruban roulant.

V.1.2. Triage:

Manuel, sur un ruban roulant afin d’éliminer tb&bris végeétaux (peédicelles, périanthes) et les

dattes impropres a la transformation (dattes Sejchenatures, infestés ...) ;

V.1.3. Nettoyage :

Les dattes destinées a la transformation sonbrensouillées : il y est nécessaire de se

débarrasser des souillures qui peuvent étre deenatu

- Chimiques : résidus de pesticides et fertilisant

- Biologiques : comme les ceufs de le ver de leeddiyelois ceratoniae. Zeller)

- Physiques : terre adhérente, petits cailloux,...

Afin de rendre le nettoyage efficace, 2 opératdmsavage humide sont préconisées :

V.1.4. Trempage :

Dans un bac de lavage contenant I'eau continueli¢ renouvelée, une agitation est
recommandée a I'aide d’'un agitateur afin d’augmeldéficacité de trempage. L'eau doit étre a
une T° ne dépassant pas 25°C afin d’éviter la pemtesucre. Les dattes acheminées vers un
roulant convoyeur, tandis que 'eau de lavage kstiriée par passage a travers une grille de

filtration au fond du bac de lavage ;

V.1.5. Aspersion :

Par un jet d’eau, les dattes sont triées aussi ell@nuent pendant leur passage.

V.1.6. Ecrasement des dattes :
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Afin de perfectionner I'extraction, on va augrteenla surface de contact entre les dattes et
I'eau d’extraction : Ecraser la peau afin de faeilia pénétration de I'eau d’extraction vers les
parois cellulaires ; L’écrasement des dattes $edéais un moulin frappant ou broyeur marteaux
.Un des points critiquables de cette étape esttatiobune consistance propre pour que
I'extraction du jus soit économique : Si la pulmmtent de larges morceaux, le rendement
d'extraction sera bas, mais l'extrait sera relatiept libre de solide en suspension. D'un autre
cOté, si la pulpe est trop finement divisée, lespagie sera difficile, et I'extrait contiendra une
grande quantité de solides. Il est donc importautilider I'équipement adéquat pour garantir la

bonne consistance.

V.1.7. Extraction :

Se fait par diffusion des substances solubles tlaau directe a un rapport eau/datte = 2.5 +
0.71 °C ; Min = 2 ; Max = 3 et une température 0=+ 5 °C ; Min = 45 °C ; Max = 55
°C. L’extraction se fait pendant 55 £ 31.22 miin = 30 min ; Max = 90 min ; afin d’éviter au
maximum la perte en sucres et éléments nutritifie Eixtraction a plus de 82°C pendant 15 sec
peut provoquer l'inactivation de pectine galagt@samdont I'action est trés rapide ; L'extraction
se fait avec une agitation continue dans un ditfusen cylindre conique H=15m ; @=60 cm a
double paroi, muni des tubes contenant de la vaijeau chaude qui sert au chauffage de I'eau
d’extraction et d’'un convoyeur rotatif (vis spiral€&race au mouvement du convoyeur spirale,
I'extraction se fait en contre courant, il s’avégeneilleur mode pour une extraction maximale :
les dattes en montant s’appauvrissent en sucrdistgue I'eau d’extraction s’en enrichie en
descendant : Le taux du résidu sec soluble d&di#xbtenu TSS est 20 + 7.07 °Bx ; Min = 15
°Bx ; Max = 25 °Bx Il est recommandé d’installexuk cylindres d’extraction afin de diminuer
le temps d’extraction et augmenter le rendemerd digiue le bas du diffuseur soit en forme U

pour en faciliter le nettoyage ;

V.1.8. Filtration :
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La séparation des dattes cuites se fait danstom gi€nérique. La concentration directe du jus de
datte ne peut se poursuivre trés loin car elle daapidement une gelée plus au moins épaisse
par des débris cellulosique. Par ailleurs, il egbassible d’épurer ce liquide sans le filtrer au
préalable, car ces matiéres mucilagineuses se twlires rapidement les membranes ou les
toiles filtrantes. L'extrait passe alors est filtténs un filtre presse ; En ce qui concerne legslat
cuites, on n'a pas intérét a les mener a une 2amssan ; cette derniére a pour résultat
'augmentation de la teneur en composées pectiqdésirable ce qui entrave la filtration ; il est
préconisé de soumettre les dattes suites a unesespavec un jet d'eau chaude (55°C) afin

d’extraire les maximum matieres solubles (sucrels, minéraux,..) et augmenter le rendement.

L’extrait récupéré passe ensuite a travers une foifante au fond du bac de lavage et il est

pompé vers le filtre générique. Quand aux déclistspnt menés au pressage.

V.1.9. Pressage :

Les déchets de dattes sont pressés a chaudidanqsesse a piston (presse hydraulique) ; Le
pressage a chaud a I'avantage d’accroitre le readeiinconvénient est de faciliter I'extraction
des tanins. La présence de la peau facilite lendgai de I'extrait a travers la masse pressée ;
L’opération est discontinu, le cycle dure 20-30 midextrait récupéré est filtré dans un filtre
presse, les résidus et déchets de dattes sonfesmeti seront rejetées. L'extrait récupéré de
pressage avec celui issu de lavage des dattesragiépa I'aide d’'une pompe volumétrique vers
le filtre générique pour étre re-filtré.

V.1.10. Dépectinisation :

Le jus est refroidi a 45°C et acheminé verdkess de traitement a la pectine phosphorique est
ajouté afin d’ajuster I'acidité de jus a pH =L4. pectinase est ajouté a un pourcentage de

0.0275 £ 0.0170 % ; Min = 0.01 % ; Max = 0.05 %Rt du jus. Ce dernier est mélangé par
agitation pendant 30 min.

V.1.11. Clarification :

Apres la filtration de I'extrait, le jus obtendaeme des composées non sucrantes qui le rendent
limpide (non translucide), ces impuretés sont sgsade la solution de sucre par "chaulage" et

"carbonatation" :
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1 Chaulage : Le jus est premierement traité a 70&Cega un échangeur de chaleur, le pH est
ajusté a7 +0.71 ; Min = 6.5 ; Max = 7.5 Le chgelae fait par injection de la chaux sous forme
d'oxyde de calcium a la solution sucrée au fontatude traitement de chaulage. Cela conduit &

I'élévation du pH du jus de dattes au dessous de%H
1 Carbonatation Se fait en deux reprises successive

» lere carbonatation : Injection du carbone actihaat du bac : il résulte la formation des
sels basiques de carbonate de calcium. Ces desgesgdimente avec les particules

solides pour former un floculat

» 2eme carbonatation : a pour but la précipitatiotedshaux en exces. L’injection de CO2
en exces cause la diminution de pH et la diminutier’alcalinité de jus au dessous de
pH = 8.5 ce qui en résulte la formation de bicadtende calcium solubles et ainsi
'augmentation de la concentration en sel solubles.

V.1.12. Décantation :

Une décantation dans des tanks est premieremg&gtrpsée afin de faciliter la séparation.
V.1.13. Filtration :

La filtration de jus trouble a pour but de sépdeecoagulat formé : Le jus coagulé est pompé
vers les filtres presses a I'aide des pompes vdhiopeés.
V.1.14. Concentration :

Afin d’éviter la dégradation des constituantue de datte, on fait recours a I'évaporation sous

vide a basse température (50-55°C), a 650-700 mroumeedans un évaporateur.

L’évaporateur a effets multiples est proposé anréduire la consommation en énergie de
chauffage : la vapeur vive est injectée pour lautfage du premier effet et la buée d'évaporation

sert au chauffage de I'effet suivant. L’évaporatsimmuni d’un contréleur de Brix.

V.1.15. Pasteurisation :
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L’extrait de datte condensé est chauffé progressive jusqu’a T°=77.5 £ 3.54 °C ;

Min =75 °C ; Max = 80 °C pendant 5 min dans dgsaé@geurs de chaleur a plaques.

V.1.16. Conditionnement :
Se fait & chaud a l'aide des conditionneuse ukese Les bocaux en verre sont auto-stérilisés
par la chaleur émis par le liquide chauffé : ilats@nversés apres sertissage.
V.1.15. Refroidissement et stockage
Se font a température ambianBE{LGUEDJ, 2014)
V.1.15.a. Au niveau des ménages

La différence entre la méthode de fabrication db Roniveau des artisans et celle au niveau des
ménages réside essentiellement dans les propodieas et de dattes utilisées ainsi que la
guantité préparé. Le Rob est fabriqué par 6 % dasages enquétées comme suit :

1. Aprés un triage manuel et un trempage, lesslatiet dénoyautées manuellement.

2. Ensuite, elles sont cuites dans un récipiemex rempli d’eau potable. Le volume d’eau
égale au volume des dattes, la T° en moyenne @&6°%+ 20,10 et la durée est 4,7 h + 2,15.

3. La filtration est effectuée sur chéche plagéusucouscoussier, ce dernier est placé sur un
récipient afin de récupérer I'extrait filtré.

4. L’extrait obtenu est évaporé a une T° de 8&21%,59 pendant 4,7h + 2,15.

5. Au début de la concentration, des petits padensemoule de blé dur d’environ 50 g sont
immergeées afin de donner un aspect plus épais bu Romidon joue un role d’épaississant.



Chapitre | :
Le Miel



Chapitrell: Les biofilms 13

[. Introduction :

Un biofilm est une communauté de micro-organisthestéries, champignons, protozoaires
ou algues) adhérant entre eux et fixés a une syrfat enrobés dans une matrice
d’exopolysaccharides protectrice et adhésive qu'ggnthétisent. GQHALVET de
ROCHEMONTEIX, 2009)

Le mode de vie en biofilm est le mode de congmoent prédominant des organismes
unicellulaires. L'autre alternative est la flottaslibre de type dit "planctonique”, dans un
milieu liquide, fluide ou méme solide. Les biofilrment observés dans les milieux aqueux ou
exposes a I'numidité. lls peuvent se développen'saporte quel type de surface naturelle ou
artificielle, qu'elle soit minérale (roche, intesés air-liquide...), organique (peau, tube
digestif des animaux, racines et feuilles des pEntindustrielle (canalisations, coques des
navires) ou médicale (prothéses, cathéters, sonagiesaires....) CHALVET de
ROCHEMONTEIX, 2009).

Les bactéries contenues dans un biofilm préstwnles caractéristiques tres différentes de
leurs homologues planctoniques (bactéries libressespension) parmi lesquelles des
modifications structurales (par exemple la disparitdes flagelles,Flemming, 1990 ;
Costerton et al., 1995) la production d’exopolymeres, la mise en placendsysteme de
communication chimique ("quorum sensing"Pasek et Greenberg, 2000 une
augmentation significative de leur résistance ag&ngs antimicrobiens (désinfectants ou
antibiotiques) et aux stress environnementaux (aakation, privation nutritionnelle,
rayonnements ultraviolets...Fiank et Koffi, 1990; Morton et al., 1998, Mah et OToole,
2001 ; Campanac et al., 2002).
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Figure (4) : Représentation schématique de la structure tridsioanelle d'un biofiln
bactérien(Balestrino, 2006

£ BCMIL 545 / INRA " y
Matrice de polyméres

bactéries Or ganigques

L ‘/ \l _i'-/ \\\.‘l. o

transport adhésion consolidation biofilm

ll. Structure et organisation :

Le biofilm est constitué essentiellement des miganismes et de la matrice qu’
synthétisent. Les microrganismes représentent 2 a 15% du matériel dulrbicfelon
'espece impliquée alors que la matrice extraceital (EPS, extracellula polymeric
substances), représente 50 a 90% de la masse qugacarbonée du biofilm. Mais I'e
demeure le principal composant du biofil[(Costerton, 1999); (Sutherland, 2001
(Donlan, 2002)].

Les propriétés physiothimiques de I'EPS sont \iables d’un biofilm a un autr mais un
biofilm est initialement constitué de polysacchasid La composition et la structure
polysaccharides déterminent la conformation priemau biofilm. La quantité des EF
produite varie en fonction du micorganismegt elle augmente avec I'age du biofilm.
matrice du biofilm peut aussi étre composée d’iom#alliques, de cations divalents,
macromolécules (protéines, ADN, lipides, phosphoép) et de composants de I'h
[(Sutherland, 2001); (Donlan, 2002); (HIl-Stoodley et al., 2012)].

La matrice d’exopolysaccharides exerce différedes: Elle assure la protection et
cohésion de chaque microcolonie bactérienne, abstgbu et piege les petites particu
circulantes. L’EPS intervient aussi surrelation des microorganismes entre eux et ave
surfaces. Son important degré d’hydratation, de& &apcité a fixer un grand nombre

molécules d’eau par des liaisons hydrogene, pedmeitter contre la dessiccation de cert:
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biofilms dans le milieu naturel. Cette matrice cidnte aussi aux propriétés
d’antibiorésistance des biofilms en se liant deewnt aux agents antimicrobiens et en les
empéchant de pénétrer au sein du biof¥tingender et al., 1999)Elle est aussi impliquée
dans le maintien d’'un microenvironnement uniquer pesi bactérie§Costerton et al., 1994).

[ll. Facteurs favorisant la formation d’un biofilm :

La formation d’'un biofilm est un phénoméene coexgl, sous l'influence de nombreux
facteurs : caractéristiques du substrat sur lelpsebactéries vont se fixer, forces s’exercant
dans le milieu aqueux (hydrodynamique du fluideyactéristiques du milieu et propriétés de

la surface des celluléPonlan, 2002).

[1l.1. Caractéristiques de la surface :

N’importe quel matériau en contact avec un #Buabntenant des bactéries est un support
potentiel pour la formation d’'un biofilm. La rugtsi les propriétés chimiques d’une surface
et la présence préalable de films protéiques infleairr 'attachement des bactéries a cette
surface et a la formation d’un biofilndé Chalvet De Rochemonteix, 2009

1 Rugosité de la surface :

Plus une surface est rugueuse, plus la colonisde cette surface par des microcolonies est
importante Characklis, 1990. Les surfaces rugueuses sont colonisées de fag¢tgrentielle
car les forces répulsives sont moindres et la serfie fixation est augmentée, grace a la
présence d’aspéritePgnlan, 2003. Néanmoins, certaines souches sauvages de leactéri

colonisent aussi des surfaces lisgdsnjan et Costerton, 2002

[1l.2. Caractéristiques du milieu :

La formation et la dispersion d'un biofilm nécésst des équipements enzymatiques précis
et des entités structurales particulieres, dootiVation dépend de facteurs environnementaux
clefs [(Fletcher, 1988) ; (O’'Toole et al., 2000); (Donlan2002) ; (Martinez, 2007) ;(
Goller, 2008]:
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a. La température est importante non seulement gapredle affecte I'activité métabolique et
enzymatique des bactéries, mais aussi parce quieflaence certains paramétres
physicochimiques (pH, activité ionique, agitatiberimique et solubilité des gaz) ainsi que les
propriétés de surface des microorganismes. La texnpé de croissance peut avoir un effet
significatif sur la mobilité électrophorétique eddlire et la production de flagelles et, ainsi sur
'adhésion Dumas, 2007.
b. Le pH du milieu environnant modifie la charge deface des microorganismes ainsi que
celle des supports solides suite au déplacementédesibres d’ionisation (protonation/
déprotonation) des groupements fonctionnels expssiés leur pKalamadi et al., 2003
ce qui peut avoir comme conséquence une réductiomne augmentation des interactions
électrostatiques répulsives défavorables a I'adinéBioutaleb, 2007.

c.concentration en oxygene, concentration en fenotexité, présence d’ions spécifiques,

d. sources de carbone disponibles : elles ont ureeimée sur la formation d’'un biofilm et
sur sa maturatiorMartinez, 2007).

e.concentrations en nutriments : dans un milieucgtat la concentration en nutriments doit
étre élevée pour qu’il puisse y avoir formation rd’oiofilm ; ce n’est pas le cas pour un
milieu hydrodynamiqueSpormann, 2008.

f. concentrations en certains cations : 'augmentadi® la concentration de plusieurs cations
(sodium Na+, Calcium Ca2+, ion ferrique Fe3+) iaflae I'attachement de Pseudomonas
fluorescents sur des surfaces en verre, en réddesiforces répulsives s’exercant entre les
bactéries chargées négativement et la surfacerde #etcher, 1988.

g. hydrodynamique du fluide : selon la position duténau dans un fluide, il sera plus ou
moins exposé a des turbulences. La zone de moirtdrbsilences, a I'écart des flux
laminaires, est appelée zone de fixation. C’'estipéénent dans cette zone qu'il est plus facile
pour les micro-organismes de se fixer sur une serfauisqu’ils sont moins soumis aux

forces exercées par le fluidednlan, 2003.

l11.3. Propriétés des cellules :

L’hydrophobicité de la surface de la cellule pi@sence de fimbriae et de flagelles, et la
production d’exopolysaccharides influencent l'atiament des bactéries sur une surface.
L’hydrophobicité d’'une surface est importante déaghésion des micro-organismes a cette

derniere. Moins les matériaux sont polarisés, ldsidiaisons hydrophobes deviennent
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importantes. La plupart des bactéries sont chargégativement et présentent a leur surface
des zones hydrophobes. Plusieurs éléments strugtdes bactéries interviennent dans leur
attachement a une surface : flagelles, fimbriadysaocharides. Il peut y voir des
compétitions ou des coopérations entre cellulesglor plusieurs espéces de bactéries sont
concernées. Les polyméres apolaires situés a facsudes cellules comme les fimbriae,
certaines protéines, et les acides mycoliques (osams de certaines bactéries Gram
positives) semblent s’attacher de facon prédoméantdes surfaces hydrophobes. Les
exopolysaccharides et les lipopolysaccharides giud importants dans les mécanismes
d’attachement a des surfaces hydrophilsn{an, 2003. La synthése de fimbriae de type |
par des bactéries est un processus complexe g@uparres statuts nutritionnels des cellules
(stimulation de la synthese si déficit carboné au aeides aminés chez les souches
uropathogénes d’Escherichia coli) et par les camitenvironnementales (pas de synthése si
pH bas ou température basse). L'expression des esirlsous le contrdle de cascades de
phosphorylation. Les conditions environnementatggiment ou stimulent I'expression de
génes codant pour des caractéres de motilité. hthase de curli est stimulée dans les
conditions environnementales suivantes : faible adarité, basse température, faible

disponibilité du milieu en azote, phosphate, fezretssance ralenti€pller, 2008.

[11.4. Interactions physicochimiques :

La nature de la surface bactérienne détermine Hesraictions microorganisme-support
[(Reifsteck et al., 198), (Bellon-Fontaine et al.,, 199§. Ainsi, les interactions
physicochimiques entre une surface bactérienna stpport résultent d'une combinaison de
forces de Van der Waals, de forces électrostatjqiegropriétés acide-base de Lewis et de
liaisons hydrophobes Bgllon-Fontaine et al., 1998 (Briandet, 1999; (Krepsky et al.,
2003)].

IV : Formation des biofilms :
On distingue cinq étapes dans le mécanisme def@n des biofilms (Figure).
Tout d’abord, les bactéries interagissent aveculnstsat et s’y fixent de facon réversible par

des interactions non spécifiques de type liaisalrdgene ou liaison de Van der Waals : on
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parle dadhérence(Figure (1)) Golovlev, 2002 ; Van Houdt, 20056 Puis les bactéries se
fixent de facon irréversible et spécifique au st#tgrace a des molécules d’adhésion comme
par exemple les pili, et synthétisent une matriexapolysaccharides : il s’agit de la phase
d’adhésion (Figure (2)).On distingue ensuite des phasegrdessance (Figure (3))et de
maturation du biofilm (Figure (4)). Puis, sous l'effet de facteurs emwnementaux, des
bactéries vonse détacher du biofilm(Figure (5)), et se disperser sous forme plangte

dans le milieu environnant : on parle d’essaimageidfilm (Clutterbuck, 2007).

Figure(b) : Cycle de développement simplifié d’un biofilm.

D’apres http://www.biofilm.montana.edu], avec accord du Montana State
University Center for Biofilm Engineering.
Les batonnets rouges représentent les baci@ri@sat planctonique et celles figurées en
beige a I'état de biofilm. Ce dernier est repréSesnt beige. Les cing stades successifs du

passage d’'un de ces états a I'autre sont schématisg (2), (3), (4) et (5).

1- Adhésion 2 - Fixation 3 - Formation <4 - Formation 3 - Prolifération

baciérienne batérienne et croissance du biofilm et détachement

primaire irreversible des colonies bactérien source
drinfection
chronigue

V : Différentes méthodes d’obtention des biofilms :

Des chercheurs ont développé différents modédsafiims artificiels, reproductibles d’'un
laboratoire a un autré.¢mon, 200§.

Les cuves a flux continu sont de petites chamarngarois transparentes dans lesquelles des
biofilms submergés peuvent se former et sont coatiement approvisionnés en nutriments.
Comme l'indique le nom de la technique, les bio§ilsont dans un milieu aqueux, caractérisé

par un flux de liquide, dont la vitesse est constan
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Les biofilms formés dans ces cuves a flux confiauvent étre facilement observés avec les
techniques de microscopie confocale a balayage laseobtient ainsi des images de biofilms
a tous leurs stades de développement. On peutvelsks images de biofilms avec une
structure « bourgeonnante » caractéristique, endate champignons sépares par des canaux
aqueux.

On peut aussi réaliser des cultures en lots, sarae de flux. Cette technique consiste a
mettre des bactéries en culture dans des plaquascdatitrage, sans flux.

Avec ce systéme, on peut analyser rapidement addmeux échantillons. Cette méthode
d’étude est utilisée en vue du séquencage des gsnd@s micro-organismes, de méme que la
technique d’analyse de pellicules flottant a I'nfiee air-liquide. Elle consiste a recueillir des
biofilms formés au niveau d’une interface liquideet de les analyser.

Enfin, on peut obtenir des biofilms sous formecd®nies formées a la surface de milieux
gélosés. La plupart des souches bactériennesaslisn laboratoire produisent des biofilms
fragiles comparativement aux souches sauvages éieesespéeces bactériennes. Les souches
auraient accumulé des mutations au fil des anégsslés expériences de culture en

laboratoire et auraient subi en quelque sorte oneedticationBranda, 2007).

VI : Diversité de biofilms :

Le terme de biofilm pourrait laisser entendréil qgiagit d’'une simple couche de micro-
organismes déposée sur une surface. Les biofilmsties hétérogénes, dans le temps et dans
l'espace. lls sont constamment remodelés, suitéinluénce permanente de facteurs
endogenes et exogend@®lker-Nielsen, 2000. lls présentent une grande diversité aussi bien
au niveau structural (une ou plusieurs especes ideodorganismes au sein du biofilm,
épaisseurs diverses) gu’au niveau des supportaiséfo

Un biofilm peut étre constitué d’'une ou de plusseespéces de micro-organismes : on parle
respectivement de biofilms homogenes ou de biofit@grogenesTplker-Nielsen, 2000).

La plupart des biofilms rencontrés sont hétérogehasprésence d'une espece de micro-

organisme ou d’'une autre au sein du biofilm dépslconditions environnementales.
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Par exemple, les biofilms éclairés par la lumievesdleil sont composés majoritairement
d’'organismes phototrophes, comme les algues ou dgsnobactéries, réalisant la
photosynthese et produisant leur biomasse a plgrtiarbone minéral. Les biofilms formés en
absence de lumiere sont constitués principalememadtéries hétérotrophes (dégradation de
la matiére organique) et chimiotrophes (transforomatie substances minéraleSygnner,
2006).

Les biofilms peuvent se former sur des surfacéslodiques ou inertes, d’'une grande
diversité : tissus vivants, appareillage médican{®, cathéter, broches...), systeme de
canalisation industriel ou d’eau potable, surfaiceergées... Les propriétés physiques et
chimiques de la surface jouent un role dans lesamsmes de formation du biofilm.

Selon le type de support sur lequel se forme ¢dilim, I'organisation structurale de ce
dernier sera différente. Un biofilm fixé dans laniére d’'une canalisation a une structure trés
complexe, et contient divers composants : prodsiss de réactions de corrosion, boue,
algues unicellulaires et bactéries filamenteusesbidfilm formé a la surface d’'un cathéter a
une organisation plus simple : on distingue desrariolonies de coques associées a une
matrice d’exopolyméredpnlan, 2002.

Tous les biofilms n’ont pas la méme épaisseur.dieims des eaux naturelles oligotrophes
sont plus fins que ceux des milieux aqueux riclame la plaque dentaire ou les cathéters
(Bury-Moné, 2007). Les biofilms récemment formés sont souvent mouookes, a l'inverse
des biofilms plus anciens qui sont stratifiBsiry-Mone, 2007).

L’architecture du biofilm dépend des conditiongritives, ce qui suggéere une facilité de
remodelage des biofilms. De bonnes conditions tings sont nécessaires aux étapes de
formation du biofilm, alors que les phases de diystment tardif sont possibles dans des

conditions nutritives moins bonnes.

VIl : Les principaux constituants du biofilm :

Les constituants essentiels d’'un biofilm sontrfésro-organismes agglomérés et la matrice
gu’ils synthétisent. L'eau est leur principal corepont, ce qui explique leur propriété
hydrophile. La présence de canaux et de pores pa@selux d’eau, d’ions et de nutriments
(Clutterbuck, 2007).
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Y

Les micro-organismes représentent 2 a 15 % du riatdu biofilm. La matrice
extracellulaire représente 50 a 90% de la massaipge carbonée d’un biofilm. Le rapport
C/N d’un biofilm est cinq fois plus élevé que paure suspension de bactéries planctoniques,
ceci étant da a la prédominance de la matBeey(-Moné, 2007).

La matrice d’exo-polysaccharides joue un réle cdtnal important, et explique certains
avantages permis par le mode de vie sessile, natainia protection des micro-organismes
contre les facteurs environnementaux et d’'autregrpgtés comme la résistance aux agents
bactéricides.

Les propriétés physico-chimiques de la matricexadpolysaccharides sont variables d’'un
biofilm a l'autre. Elle est toujours initialemergraposée de polysaccharides.

Sa trés forte teneur en eau, due a sa capaditéeaun grand nombre de molécules d’eau
par des liaisons hydrogéne, permet de lutter cdatdessiccation de certains biofilms dans le
milieu naturel. Parfois, la couche la plus extedeela matrice se déshydrate afin de former
une interface seche et d’empécher une dessicgatisrmarquéeSutherland, 200).

La matrice d'exo-polysaccharides joue aussi une rdhineur dans les propriétés
d’antibiorésistance des biofilms en se liant deewnt aux agents antimicrobiens et en les
empéchant de pénétrer au sein du bioflDur{lan, 2003.

Ainsi, la matrice d’exo-polysaccharides joue umer@tructural et fonctionnel important
puisqu’elle sert de barriére protectrice contrédasiccation, les substances bactéricides mais
Aussi contre les bactériophag&oflan, 2003.

VIII. Importance des biofilms :

Tous les organes internes creux en communicati@ttd avec I'environnement extérieur
comme la bouche, I'anus, les cavités nasales ooreme vagin, sont des niches écologiques
abritant des micro-organismes qui existent majoeitacnt sous forme de biofilms. Ces
micro-organismes sont pour la plupart des bactémess on trouve aussi des champignons et
des levuresMartini, 2006). lls co-évoluent avec leur héte et son systemmumnitaire et
jouent un réle fonctionnel important pour l'organés dans la digestion par exemple, surtout
chez les ruminants. Ces micro-organismes, présienfacon physiologique chez un individu

sain, constituent la flore commensale de 'orgaeism
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Cette flore commensale se trouve a la surfaca gedu et des muqueuses (appareils digestif,
respiratoire, urinaire et génital) d’un individuirsgMartini, 2006). Elle joue un véritable
réle de protection de I'organisme face a des iidast Elle n'est, a I'état normal chez un
individu sain, a l'origine d’aucune infection. Ceest dO la présence d'une véritable
homeéostasie bactérienne. Tout désordre de cettédatasie entraine des troubles

(Digestifs, cutanés...). On rencontre ainsi des tidas dues a des micro-organismes de la
flore commensale lors d’effraction des barrierasicées et muqueuses.

Les micro-organismes de la flore commensale ne egdudonc devenir pathogénes que

lorsque des conditions de désequilibre leur peantette proliférer.



CHAPITRE 11 :

Les Biofiims.
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I1.Lieu d’étude :
Cette étude est réalisée au niveau de deux lalmsto Laboratoire de Microbiologie de

I'Université de Abd Al Hamide Ibn Badiss (ITA) eahoratoire de Pharmacognosie et Api-

phytothérapie Université de mostaganem (INES).

[.1.3:Choix des souches testées :

Les souches bactériennes et les dermatophyd&sese sont procurées du laboratoire de

microbiologie du centre hospitalier universitai@&HU) d’Oran.

Les micro-
organismes

testés.

Quelques généralités.

Les bactéries

Pseudomonas

aeruginosa

- Pseudomonas aeruginosa bacille pyocyanique est une bactérie saprophyteule
I'eau et du sol, commensale des téguments et dgaenses de I'homme et des
animaux.BOUAMER et GUERBATI,2008)

- Pseudomonas aeruginosa présente fréquemment dans le milieu hospitaller el

atteint essentiellement les sujets débilités : @ brilés, insuffisant respiratoires.

BOUAMER et GUERBATI,2008)
- Pseudomonas aeruginosase présente comme un fin bacille (0.5x®) asporulé et

acapsulé, gram négative, il posséde souvent deslgt®ns plus fortement colorées|

Elle pousse facilement en 2 heures a une tempérdau87° C.BOUAMER et
GUERBATI,2008)

Klebseilla

-est naturellement présente a faibles concentratdarss I'environnement, mai

également dans le tube digestif et les cavitésrelégs de 'homme. Dans certain
situations (température, humidité), elle peut dtuest des agrégats dénomm
biofilms notamment sur des surfaces inertes (sondesires, tubes endotrachéal
cathéters et autregBalestrino, 2006)

-Klebsiella pneumoniae est une bactérie commensale de I'homme et les aninedle
est responsable d’infection communautaires (umnair respiratoire) et d'infection
opportunistes chez les malades hospitaligéslgf et al ,2004

- Elle est naturellement résistantes aux pénicilli(@ckson et al, 1978

£S
s

ES,

Saphylococcus

aureus

-Sont des coques (cocci) a Gram+ groupés en amas Eyforme de grappes d
raisin, immoboles, non sporulé&actériologie 2003.
-Saurreus est un commensal de la peau et des muqueuseshaanie et deg

animaux.

1]

-On le trouve sur la mugueuse nasale d'un tiersr@mwes sujets normaux peuvent

survivre longtemps dans I'environnemeBa(tériologie, 2003.
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les souches
testées Quelques généralités

-M.canis appartient a une famille de champignons connus so
le nom « dermatophytes »C’est une espéce a croessapicle

: - qui forme en culture des macrospores en forme skafu

Mlcrosp.orlum cloisonnées transversalement avec une paroi épisisee.
canis -L’habitat naturel ou réservoir de cette espécéeesthat mais il

peut affecter 'lhomme aussi.
-De ce fait, ce pathogéne est de nature a la faisghile et
zoophile Monod et al, 2013.

6 domatoptes

Trichophyton
rubrum

-Trichophyton rubrum est un champignon filamenteux
microscopique. Il se reproduit sur la gélose deo8edud en
forment des hyphes mycéliens et des spors parasaieuée.

Ce dermatophyte est le responsable principal des
dermatophytoses des pieds (ou pieds d’athleteg pedis) et deg
ongles (onychomycose, onyxis, tinea unguium). C'est
actuellement le dermatophyte le plus fréquemmaeré idans les
laboratoires a partir des mycoses des pieds ermpEw@b
Amérique du Nord. Dans certaines régions, commaidy; il
est principalement responsable de la mycose deda p
glabre(herpés circiné, tinea corporis) et des alme{igne,tineal
capitis)(Yvonne Graser, 2007)

Candidas
albicans

-Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmenté
et aérobie.

-C.albicans sont la cause de pathologies graves et dont la
fréquence reste constante malgré le développemnembaveaux
moyens thérapeutiques.

-Candida albicans est considéré chez 'Homme eiri@saux a
sang chaud comme un commensal des muqueusest fzasta
intégrante de la flore microbienne.

-Candida albicans posséde tous les organites ifitriabes
caractéristiques des eucaryotes.

-La seule structure différenciant la levure d’ueéiute eucaryote|
« classique » est la présence d’'un systeme va@sicwlaire,
évoluant en relation avec le cycle cellulaire elilasion, et

o

impliqué en majeure partie dans la synthése dariai.p

Tableau (3) :Les souches testées

|.Etude de I'activité antimicrobienne :

[.1 :L’évaluation de l'activité antimicrobienne :

L’évaluation de I'activité antimicrobienne a ét@lisée par diffusion sur gélose en utilisant

la méthode de diffusion des disques sdkamal et al (2005)et la méthode des puits décrite

parismail et al (2008)et par dilution en milieu liquidéel amri et al., 2014).
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l.1.1.Activation des souches :

A l'aide d’une pipette de pasteur, on a ensemeéaod 10 ml de bouillon nutritif les souches
bactériennes prélevées a partir de leurs milieusotiservation.

Des spores de chaque souche des dermatophytesrsemiencéees dans 10ml de sabouraud

solide.

[.1.2: Dilution en milieu liquide:

-A partir de la solution mére (miel de datte « rdlom réalise les dilutions suivantes .0
102,10°10%10°10°107 , par I'addition de 1ml de chaque dilution ou simmtmére dans
des tubes de 9ml de I'eau distillé stérile.
l.1.3.Ensemencement :

I.1.3.a : Les méthodes de diffusion sur gélose :
I.1.3.a.1 : Méthode des disques :

& -Tremper une pipette de pasteur stérile dassisgpension bactérienne.

-Frotter la pipette sur la totalité de la surfgééosée, de haut en bas en stries serrés.
-Répéter I'opération en tournant la boite de 96haque fois.

-Recharger la pipette a chaque fois qu'on enseeplusieurs boites de pétri avec la méme
souche.

-Déposer des disques imprégnés d’extrait délicamersur la surface de la gélose inoculée a
I'aide d’'une pince stérile.

I.1.3.a.2 : Méthode des puits :

-Sur une gélose inoculée, creuser des puitsdeldiune pipette pasteur stérile.

-Un volume de I'extrait a tester est déposé daas|ae puits.

-Incuber a 37°C pendant 24 heures.

Le méme protocole des deux méthodes a été suivilppalermatophytes et I'incubation a été
faite a 37°C pendant 3 jours.

1.1.4 : Lecture des résultats :

I.1.4.a : Lecture des antibiogrammes :

La lecture des antibiogrammes a été réalisée eannhtg¢ diametre de la zone d’inhibition

trouvée. Un extrait est considéreé actif lorsquediae d’inhibition autour du disque ou du
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puits est supérieure a 6mm et a [lintérieur de gizgelle aucune croissance des

microorganismes n’est observée.

ll.Les Biofilms : (La technique de Cléri)
Il.1.La densité optique :

La suspension microbienne a été inoculé daasl lfEhysiologique dans un tube a essai. La
densité optique a été déterminé dans un spectropiétte & 625 nm avant 'ensemencement.
II.2.Technique de diffusion en milieu solide (méthde des puits) :

La gélose ....(20 ml) coulée en boites de Pétri de 90 mm dméliee sur une épaisseur de
4mm, est ensemencée par écouvillonnage de laceuphar la suspension fongique avec une
densité de 10UFC/ml. Les boites sont ensuite mises & séchadae 15 minutes a
température ambiante. Nous avons aménage desscguiti€és) de 5 mm de diametre a l'aide
d’'une pipette dans la gélose, les puits doiverd égpacés de 24mm, centre a centre. Puis
nous avons rempli les puits avec le miel a pagirdifférentes concentration (0.1ml), ensuite
les boites sont incubées a 37°C pendant 24 hduaesion du miel se manifeste par la
formation d'une auréole d'inhibition autour du pult'activité antimicrobienne du miel a été
déterminée en mesurant, a lI'aide d’'une regle tramespe, le diametre de la zone d’inhibition

déterminée par les différentes concentrations igé m

Les témoins négatifs sont préparés dans des oikds contenant le milieu de

culture et les souches ......... testées, mais sansaudie miel.

[1.3.Détermination des CMI :

Nous avons déterminé l'effet antibactérien des snighr I'estimation de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) qui est la concentratiadu miel qui empéche d'une facon

complete la croissance.
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|. Résultats :
[.1. Activité antimicrobienne :

l.1.a-Méthode de diffusion sur gélose :

Apres 24h d’incubation & 37°C, on a observé deezal’inhibitions dans les deux souches

testées avec (1010%10°10% et rien observé avec les autres concentratidh {@°,10").

Les données expérimentales sont présentéesaltaiddau suivant :

Tableau (4):de zones d’inhibition (en mm) obtenu aRseudomonas aer uginosa.

Dilutions Diametre d’inhibition Photos
Disques Puits
107
27 29
25 28
10°
23 25
16 24
10°
15 23
13 20
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10*
10 15
8 12
10°
0 0
10°
0 0
107
0 0
0 0
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Tableau (5):de zones d’inhibition (en mm) obtenu aRgaxillus.

Dilution Diametre d’inhibition Photos
Disques Puits

107
23 33
22 32

10°
17 25
18 24

10°
13 23
11 22

10*
9 14
8 13
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0

10°

10°
0

107
0
0
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Diameétresd'inhibition en mm

35

30

25

20

15

10

Pseudomonas

—4—disqes
== puits

i B
2 3 4 5 6 7 Dilutions

Figure (6) :

Diametres d’inhibition en mm pour la souche Pseunitas aeruginosa.

Diameétresd'inhibition en mm

35
30
25
20
15
10

Bacillus

\\ | —4—disques

\ puits

Dilutions

Figure (7) : Diameétres d’inhibition en mm pour la souche Basillu
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-Concernant les bactéries : (1)

*Pour Klebseilla les inhibiteurs de la croissance de ce germereanifestés par le rob avec
des diametres de 19mm pour les puits et 12mm psutisques.

*Les effets inhibiteurs de la croissance du gefseudomonas aeruginossont manifestés
par le rob avec des diamétres d’'inhibitions de h7pour les puits. Ce pendant, les disques

n’ont manifestés aucun effet inhibiteur.

*Concernant la bactéri8taphélocoque aureyslle donne des zones d’inhibition de 12mm

pour les disques et 18mm pour les puits.
-Concernant les dermatophytes : (1)

*PourTricophytum rubrum,les inhibitions sont nettes avec 15mm de diaméite [@s puits

et 10mm de diametre avec les disques

*PourMicosporium canisglle donne des zones d’inhibition de 18mm pouplgss et 13mm

avec des disques.

*Pour Candidas albicanses inhibiteurs de la croissance de ce germe somfestes par le
rob avec des diametres de 30mm pour les puitsretilpour les disques.

Tableau (6 ): zones d'inhibition en (mm) pour les bactériekestdermatophytes. (1P

Puits Disques Photos

Klebseilla 16 11

Staphylococcus 17 12

Pseudomonas 17 -
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Trichophyton 15 10
rubrun
Microsporium 18 13
canis
Candidas 30/25 15/12
albicans

-Les résultats étaient négatives avec ces dilu(d$§10°10* 10°10°107).

1.1.b. Biofilm :

Apres, 24h d’incubation des bactéries et 72h dination des dermatophytes, on a observé

une sensibilité qu’avec la concentration fL6eulement.

-Les données sont présentées dans le tableau suivan
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Tableau (7) : Zones d'inhibition en (mm) pour klettis.

Dilution Diameétre d’inhibition Photos
10* 20
19
10?2
10°
10*
10° -
Tableau (8) : zones d’inhibition en (mm) pdseudomonas aer uginosa.
Dilutions Zones d’inhibition Photos
15
10?
13
107 ke
16 .
10* -
18




Chapitre VI : Résultats et discussion 34

Tableau (9) : zones d’inhibition en (mm) pd@aphyl ococcus aureus.

Dilutions Zones d’inhibition Photos

10? 16 F

15

10° -

10 -

10° -

-Les résultats étaient négatifs avec tous les dephgtes testées, aucune sensibilité n'a été
détectée.

1. Discussion :

L’activité antibactérienne du miel de datte {relst due a la présence de l'acide caféique,
Rodriguez et al.,, (2007) ont rapporté que la fraction propénoique des eacid
hydroxycinnamiques, moins polaire peut entreimg@raction avec la membrane lipidique

cellulaire et neutraliser son potentiel électrigi@insi affecter son métabolisme.

Les soucheBacillus et Pseudomonas aeruginosa sont sensibles aux fortes concentrations du
rob.

Les extraits testés possedent des effets antiians nets et effectifs sur la croissance in
vitro de Bacillus et Pseudomonas.
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Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) Brpges par le miel de datte sur les
souches testées ont été comprises entre 13 et 1dvexrles puits et 8mm et 9 mm avec les

disques sur la souclBacillus.

Les CMiIs sont de 12 et 15 mm avec les puits etl® atm avec les disques sur la souche

Pseudomonas aeruginosa

Concernant le biofilm les résultats étaient ndégatvec tous les micro-organismes qu’on a
utilisés, car l'activité du miel de datte étaiaative a cause de la température du labos qui

était trés élevée et aussi les conditions du sgecka produit.
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Conclusion

Conclusion

Les dattes sont particulierement riches enesuer en éléments minéraux, notamment en K,
Ca, et Mg nécessaire a la métabolisation des sagsesune consommation de 2,5 kg/h/mois.
Les fruits de dattes y compris les variétés seshas un véritable concentré de calories avec

plus de 50% de sucre par rapport a la matiére séche

Cette étude nous situe sur les vertus thétimpes antibactérienne et antifongique
accordées a cette espece de plante et ces exgaitsquelques germes étudiés
Saphylocoques, Pseudomonas, Klebsiella, Candidas albicans, Micosporium Canis,

Tricophyton et Bacillus.

La mise en évidence d’activités biologiguesslle miel de datte a révélé une forte
sensibilité avec tous les souches bactériennamgidues testées ce qui explique la présence
de substances douées d’activité similaire aux imigjues, tandis que la méthode du biofilm a
révélé une activité négatives avec tous les souelséses.

Les produits dérivés des dattes sur le néancttional restent faibles quantitativement au
regard de I'importance de la production. La pateldies et tout réecemment le Rob, restent
les produits les plus présents sur le marché rati@omme produits transformés a base de
dattes. Il existe par contre un savoir et un safadie traditionnel en matiére de
transformation des dattes en divers produits aliemes (vinaigre, confiture, jus, Rob,
farine...), en aliments du bétail et produits thétdjpeies, mais cela reste renfermé au niveau

des ménages.

Compte tenu des résultats intéressants ahtdmarait d’'une grande utilité de poursuivre
la présente étude tout en touchant, dans le fududiférents axes dans le but d’approfondir

les connaissances scientifique et technologique.

Alors, nous envisageons entreprendre des ésudds miel de datte avec d’autres souches
microbiennes pour application thérapeutiques.
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1/ : Annexe des milieux de culture :
-Préparation du milieu de culture « Gélose nutritive » :
*Extrait de viande : 1g.
*Extrait de levure : 2g.
*Peptone : 5¢.
*Chlorure de sodium : 5g.
*Agar-agar : 159.
*Eau distillée : 1000ml.
*pH : 7.4
-Préparation du milieu de culture Sabouraud :
*Peptone : 5¢.
*Glucose : 20g.
*Hydrolysat de caséine : 5g.
*Agar-agar : 18g.
*Eau distillée : 1000ml.

*pH : 6.



2/ : Le miel de datte :

3/ : Les dilutions en milieu liquide du miel de dak :




4/ : Lecture spectroscopique
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Figure : détermination de la densité optique des suspensimrsbiennes a 625 n

5/ : Diameétres d'inhibition pour:

Bacillus
10? 10°? 10° 10° 10° 10° 107
Disques | 23 18 13 9 0 0 0
22 17 11 8
puits 33 25 23 13 0 0 0
32 24 22 14

Pseudomonas aeruginosa

10t 10° 10° 10° 10° 10° 107
Disques | 27 19 15 8 0 0 0
25 16 13 10
puits 29 25 23 15 0 0 0
28 24 20 12
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