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Abstract

The use of date Juice as substrate for lactic acid production was investigated. Lactobacillus rhamnosus
was examined as possible production. The batch cultures were realized to optimise culture medium and to study
the nutrifional requirement of the strain. These studies have allowed to describe the effects of carbon substrate,

nitrogen substrate and salts,

Date juice as carbon source was found to be salisfactory at a concentration of 60g/l. As date Juice alone

is a poor nitrogen source and salts
extract, MgSO,, MnSO,, FeSO, KHPO,,
acid was increased with respect to non

Jor Lactobacillus rhamnosus, different supplementations,
KH,PO, and tween 80 have been proposed. The production of lactic
supplemented date juice. Effectively with date Juice supplemented a

such as yeast

. satisfactory lactic acid concentration 43.5 &/l was obtained compared to 45 g/l with MRS,
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1. INTRODUCTION

L’industrie agro-alimentaire geéneére
d’importantes quantités de déchets. Le secteur
phoenicole algérien, en particulier, fournit 4 chaque
campagne prés de 60.000 tonnes de déchets de datte
[5]1ls proviennent soit directement des palmeraies,
soit des €carts des stations de conditionnement. Ces
fruits quoi que déficients en matiéres azotées (entre
1.5 et 37 du poids), sont dotés de teneurs élevées en
sucres tels que le glucose , le fructose et le saccharose
(entre 60 et 707 du poids)

[10].1s contiennent également des lipides, des
cléments minéraux et des vitamines [1].

Les dattes de part leur grande richesse en

sucres et leur conservation relativement longue [14],
offrent de nombreuses possibilités technologiques
suivant le traitement auquel elles sont soumises Fn
effet, elles peuvent servir en tant que matiére
premicére de fermentation pour 1a production de divers
métabolites tels que I’acide citrique,
I"oxytétracycline, I’alcool, la vitamine By, les
proteines d’organismes unicellulaires, les ferments
lactiques et la levure de boulangerie 121, [13]; [71,
[10], [11], [12]. :
L’acide lactique est un acide organique naturel,
trouve diverses applications dans les industries
chimiques, alimentaires et pharmaceutiques [91.0
trouve également de nouvelles applications

- potentielles nottament dans la production de

polyméres biodégradables [6].

La production d’acide lactique par des
micro-organismes s’est trés bien développée depuis
25 ans et souvent ce sont des procédés qui utilisent
des substrats relativement coliteux tels que I"extrait
de levure, le glucose ou le lactose. Actuellement,
différentes matiéres premiéres sont utilisées

“industriellement (lactoserum ou mélasses).

En ce qui concerne la production d’acide
lactique, si un grand nombre de milieux a été mis au _
point et étudi¢ avec d’autres produits ou sous produits
[91. [8], [3] aucun travail de ce type n’a été réalisé
avec la datte, :

L’objectif de ce travail porte d’une part, sur
I'exploration du jus de datte en tant que substrat de
fermentation pour la production d’acide lactique par
Lactobacillus_rhamnosus, et d’autre -part, améliorer
les performances de production par I’étude d’une
supplémentation du jus de datte (source d’azote et de
sels minéraux). ;

MATERIEL ET METHODES
Micro-organisme

La souche utilisée dans ce travail est
Lactobacillus rhamnosus. Elle nous a été fournit par

le groupe Rhéne Poulenc de France ( LBC80 10D).
Elle est stockée dans le milieu MRS avec 10% de
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glycérol et concervée 3 —20°C. La composition du
milieu est la suivante (g/l) : peptone, 10 ; extrait de
viande, 10 ; extrait de levure, 5 ; K.HPO,, 2 ;
NaCH;CO,.3H,O, 5; citrate d’ammonium, 2 ;
MgS0,.7H,0, 0.2 ; MnSO44H,O, 0.05; glucose,
20.Tween 80 (Iml).Le pH du milieu prét a I'emploi
est de 6.5.

Préparation de ’inoculum

La phase de réactivation est réalisée par deux
repiquages successives a partir du tube de
conservation (38°C pendant 24h) sur milieu MRS
liguide [4).

Extraction du jus de datte

Les dattes sont lavées et dénoyautées. L’eau
est rajoutée a raison de deux litres par kilogramme de
pulpes de dattes. Le mélange est chauffé a 80°C
pendant 2 h.L’extrait de jus obtenu est centrifugé a
5000 rpm pendant 30 mn afin de séparer les débris
cellulosiques. Le surnageant recueilli est utilisé
essenticllement en tant que source de carbone avant
d’étre dilué¢ aux proportions convenables. Les sucres
totaux sont exprimés en glucose.

Fermentations

Les fermentations ont été réalisées soit en
erlenmeyers de 250 ml avec un volume utile de 100
ml inoculés et incubés a 38°C pendant 24h et 4 200
rpm, soit dans un réacteur LKB de 6 litres avec un
volume de travail de 3 litres équipé d'un contrdle
d’agitation ( 200 rpm), de température (38°C) et de
pH (6), ce dernier est maintenu par addition
automatique de NH,OH (5M).

L’évolution de la  biomasse, la
consommation du glucose et la production d’acide
lactique sont suivis & des intervalles de temps
réguliers.

Méthodes d’analyses

La concentration de biomasse est déterminée par
mesure de la densité optique 4 570 nm. L’acide
lactique est déterminé par titrage de 1’acidité avec du
NaOH 0.1N. Le glucose est déterminé par une
méthode enzymatique utilisant [I’autonalyseur
Technicon II.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Effet de la concentration
sucres du jus de datte

initiale des _

Cinq concentrations de sucres totaux du jus
de datte ont ¢€té testées (10, 20, 40, 60 et 80 g/1). Les
résultats obtenus dans le tableau 1, montrent que le
jus de datte est favorable a la croissance et la
production d’acide lactique par Lactobacillus
rhamnosus.

Tableaul . Effet' de la concentration initiale des
sucres totaux du jus de datte sur la croissance et la
production d’acide lactique par Lactobacillus
rhamnosus.

Sucres totaux | Biomasse Acide
du jus de datte g/ lactique

) )

Controle 5.8 45

10 1.45 , 9

20 1.55 25

40 2.04 28

60 2.24 30

80 . 2.23 30

Controle = milieu MRS liquide.

La biomasse et la et la production d’acide lactique
augmentent avec les sucres totaux du jus de datte
atteignant un maximum quand le milieu de
fermentation contient 60g/l de sucres totaux. La -
production est nettement plus faible que celle obtenue
avec le milieu MRS d'ou Ulintérét d’un
enrichissement.

Etude d’une supplémentation en sels
minéraux

Cing sels ont été retenus pour leurs effet positifs sur
la croissance et la production d’acide lactique :
MgSO4, MI'LSOq, FCSO4 - KgHPOq ] KH2P04. i
Les résultats obtenus ( tableau 2, 3, 4, 5 et 6 )
montrent que la biomasse et la production d’acide
lactique augmentent avec I’ajout de chaque sel.
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Tableau 2 .Effet de I'ajout du MgSO, sur la
croissance et la production d’acide lactique par
Lactebacillus rhamnosus.

MgS0, Biomasse Acide
(gD (g lactique
_ )
0 2.30 26
0.1 2.60 32
0.2 2.95 34
0.4 2.90 34
0.6 2.94 34

Tableau 3. Effet de I'ajout du MnSO,; sur la
croissance et la production d’acide lactique par
Lactobacillus rhamnosus.

MnSO, Biomasse | Acide lactique
(F74)) (g (/M
0 2.50 29

0.01 2.75 32
0.02° 12.80 35
0.03 2.82 35

.0.04 2.79 34

Tablean 4. Effet de i’ajout du FeSQ; sur la
croissance et la production d’acide lactique par
Lactobacillus rhamnosus. .

FeSO,

Biomasse Acide
(g/) (g ‘lactique
- @)
- A 2.60 30
0.01 2.65 32
0.02 2.75 34
0.03 2.90 36
0.04 2.70 36
0.05 2.85 36

Tableau 5. Effet de I"ajout du K,HPO, ¢t du KH,PO,
- sur la croissance et la production d’acide lactique par
lactobacillus rhamnosus.

K;HPO, / Biomasse | Acide
KH,PO, @) | lactique

&/ L@

0/0 2.60 | 30
0.1/0.1 2.80 33
0.2/0.2 295 34
0.3/0.3 3.05 36
0.4/0.4 320 , 36 |
0.5/0.5 335 . 38 I
0.6/0.6 334 38 |
0.8/0.8 3.34 38
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Effet de ajout du tween 80

Le tween 80 permet une meilleure excrétion du
lactate par la cellule en créant des pores dans la
membrane. C’est en effet avec cette fermentation que
les meilleurs résultats ont été obtenus ( tableau 6).

Tableau 6 . Effet de I’ajout du tween 80 sur la
croissance et la production d’acide lactique par
Lactobacillus rhamnosus,

tween 80 Biomasse Acide
(ml/T) (g/l) lactigue
(¢34}

0 2.70 36
0.5 275 37
1.0 2.80 40
1:5 % 2.79 40
2.0 2.78 40

Etude d’une supplémentation en source
d’azote '

Afin d’améliorer la production d’acide
lactique par Lactobacillus rhamnosus, le jus de datte
a €t¢ enrichi avec différentes concentrations en extrait
de levare ( 0, 5, 10, 20 et 30 g/l). Les résultats
obtenus sont résumés dans le tabieau 7.

‘Tableau 7 . Effet de Iajout de I’extrait de levure sur
“la croissance et la production d’acide lactique par

Lactobacillus rhamnosus.

| Extrait  de| Biomasse | Acide lactique |
levure gh (g/)
L @
0 2.20 30
5 3.98 35
10 5.27 40
20 5.81 43.5
30 5.80 43
Une supplémentation azotce est

indispensable pour un gain de performances
comparée au jus de datte non enrichi.

Ftude des conditions de culture

Effet de la température sur la production d’acide
lactique par Lactobacillus rhamnosu Quatres
fermentations ont été réalisées pour étudier 1’effet de
la température sur les différents paramétres cinétiques
(30° C, 38° C, 42° C et 45° C). Les résultats obtenus
sont résumés dans le tableau 8
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Tableau 8. Comparaison des parametres cinétiques a différentes températures.

Températures jpais - Hp - Lactate Pv Ps
(LY ) I @) () max (g/1) (g/Lh) (g/h.h)

30 0.210 13.575 0.925 35 0.400 0.375
38 0.310 15.400 1.160 45 0.480 0.420
42 0.280 15.000 1.025 - 42 0414 0.400
45 0.230 14.250 0.975 40 0.375 0.395

I max ; Vitesse specifique maximale de croissance,

X max : cOncentration maximale en biomasse.

I vitesse spécifique de croissance.

Pv : productivité volumétrique.

Ps : productivité spécifique.

Effet du pH sur la production dacide : ont ét¢ menées avec et sans régulation du

pH. Les résultats obtenus sont dans le
tableau 9. Une régulation du pH est
nécessaire. :

lactique par Lacfobacillus rhamnosus.
Plusieurs fermentations en mode discontinu

Tableau 9. Comparaison des paramétres cinétiques avec et sans régulation du pH

pH s X vin m p, | Lactate Pv Ps
et i) @ ) @Y |[max@n| @b | @hh
5.0 0.134 9.775 sub 1.100 0.660 35 0314 | 0.125
55 0.210 14 825 1.250 0.825 - 40 0.414 0.385
6.0 0.260 15,425 2.270 0.980 47 0.487 0.402
6.5 0.224 15.110 1.660 0.845 44 0.425 0.475
Non régulé 0.114 8.525 0.862 0.400 32 0.232 0.109
 max : Vitesse spécifique maximale de croissance.
X max t CcOncentration maximale en biomasse.
K, : vitesse spécifique de croissance.
M 5. Vitesse spécifique de consommation.
Pv : productivité volumétrique.
Ps : productivité spécifique.
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