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Résumé

Les productions agricoles engendrent un grand nemMisous produits considérés a ce jour comme
des déchets (olives, café...). Le role des microosgaes dans les cycles biogéochimiques est
considérable. Leur capacité a dégrader et/ou tvemst différents éléments récalcitrants offre de
nombreuses perspectives dans le domaine des olegies.

Des études ont montré la capacité des bactéridguas a hydrolyser et dégrader les composés
phénoliqgues simples et d’autres molécules plus ¢exep comme ['oleuropéine. Une étude
préliminaire consistant a isoler, purifier et caéaiser des bactéries lactiques a donc été réalisée
partir de deux substrats : des grignons d’olivephjtisés et de la pulpe de café séchée au soleil.

1) Introduction

1-1 Généralités

Des études menées ont montré I'existence de bestiitiques endogénes dans la pulpe de café
(Perraud-Gaime, 1995) et dans des olives de tBlele Othmaret al, 2006). D’autre part, certaines
bactéries lactiques sont capables de dégrademutapéine, composé récalcitrant de I'olive et
responsable de I'amérisation du fruit (Sergtlial, 2006).

Le but de notre étude est de rechercher a partdeda substrats différents : grignons d’olive et
pulpe de café, des bactéries lactiques, de lesrisbde les caractériser.

La méthodologie portera sur les techniques dermié@tation de la microflore endogene des deux
substrats (bactéries, levures, champignons, aéstta@aérobie), d’'isolement de microorganismes
et de caractérisation par observation macroscop@umicroscopique, par la détermination du

Gram, par le test de la Catalase, et I'identifmafpar des Galeries Api CH50.

1-2 Lesbactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont un vaste ensembleictearganismes procaryotes qui se rattachent a
deux filiations généalogiques, ou phylum :

. Le phylum desClostridium dont 'ADN chromosomique contient un pourcentadg
guanine + cytosine inférieur a 50%

. Le phylum desActinomycetesdont 'ADN chromosomique contient un pourcentatge
guanine + cytosine supérieur a 50%

Le phylum de<lostridiumcomprend le groupe des bactéries lactiques aussacts présentes sous
deux formes : coque ou batonnet (bacille). Lesdraas lactiques au sens strict sont Gram positives,
catalase neégatives, aéro-anaérobies facultative® etporulent pas. Certaines sont capables de
réduire les nitrates en nitrites quand le pH njext trop acide. Elles métabolisent les saccharides

par deux mécanismes :



. Le processus homofermentaire (voie d’Embden-Meygriomi est la fermentation des
hexoses et du lactose aboutissant en anaéroblaggr@duction presque exclusive d’acide lactique
(90% au moins), avec comme étape intermédiairéadaé pyruvique. C’est la voie suivie par la
plupart d’entre elles dont lésactobacillusdu groupe |.

. Le processus hétérofermentaire (voie des pentdsesppates), fermentation des
hexoses et du lactose aboutissant a la productamidd lactique, environ 50% et de substances
diverses telles que le gaz carbonique, environ 2B8thanol, le glycérol et des acides (en
particulier I'acide acétique). Cette voie est saifacultativement par ldsactobacillusde groupe I

et strictement par ldsactobacillusde groupe Il (Dacosta, 2000).

1-3 Les résidus agricoles

L’'objectif de I'Unité de Recherche Biotrans est tddier la capacité des microorganismes a
transformer les composés récalcitrants de sousuftsodgro-industriels, l'intérét étant une
valorisation de ces résidus qui pourraient étriséi pour I'alimentation du bétail (ou humaine).
L’Institut de Recherche pour le Développement a énéa nombreuses recherches dans ce sens,
notamment pour la pulpe de café, les résidus dasyast la canne a sucre. Notre analyse portera sur

deux substrats : la pulpe de café et les grigntmivels.

1-3-1 Les grignons d’olive
L’industrie oléicole, en plus de sa production pi@le qui est I'huile, laisse deux résidus, I'un
liquide, les margines, et l'autre solide, les gags.
La composition chimique des grignons d’olive va#ton le stade de maturité du fruit et le procédé
d’extraction de I'huile. Les teneurs en matiereasges et en cellulose brute présentent les vargatio
les plus importantes (Nefzaoui, 1991). Ces vaniatise répercutent directement sur la valeur
nutritive du produit. Les teneurs en matiéres a&ont en moyenne de I'ordre de 10%. L’olive
contient des quantités élevées de phénols (0,3 a&% matiere seche). Ce sont surtout des
orthophénols. L’oleuropéine, glucoside amer, esblaposé phénolique le plus abondant et le plus
caractéristique des oléagineux (Vasquez-Roneeral, 1970). La concentration de I'oleuropéine
varie selon le type d’'olive et diminue avec la nnation du fruit (Bouazizt al, 2006).
Les polyphénols sont utiles dans le fruit pour @ger I'huile mais deviennent polluants lorsqu’ils
sont rejetés dans I'environnement a cause de laactere récalcitrant et antibactérien (Hamdi,
1992).
Les bactéries lactiques sont capables d’hydrolgsde dégrader les composés phénoliques simples
(Cavinet al, 1997) et d’autres molécules plus complexes cotem&anins pouvant exister dans les

olives et les produits de transformation (Ayed &tk 2002).



1-3-2 La pulpe de café
Au cours des dernieres années plusieurs étudeét®nmhenées avec pour objectif la diminution,
voire I'élimination, des composés toxiques de lfpepude café, principal résidu de I'agro-industrie
du café. En effet la limitation principale a I'isation de la pulpe de café comme substrat pour
I'alimentation animale réside dans la présenceoteposes toxiques tels que la caféine, les phénols
libres (I'acide chlorogénique, I'acide caféiquedide tanique), les phénols polymériques (les sanin
hydrolysables et les tanins condensés) et la émmeentration de potassium.
Des études quantitatives ont été accomplies pouerrdiner les principaux groupes de
microorganismes naturellement présents dans céraublsa eté montré que la pulpe de café est un
substrat trés chargé en microorganisme (bactéeestes et champignons) (Gaime-Perraticl,
1993). La microflore lactique endogéne de la pulpecafé comptée a partir de pulpe ensilée est
constituée essentiellement idectobacillus(Perraud-Gaime, 1995).
L'utilisation de ce substrat dans notre étude a potid’isoler et caractériser des bactéries laetsq
pour finalement mesurer leur capacité a dégradirutopéine.
En effet, des travaux ont montré une importanterdiyde de I'oleuropéine par des souches de

Lactobacillus aprés fermentation d’olives de tables (Seetilal, 2006).

2) Matériel et méthodes :

2-1) Les substrats :
-Les grignons d’olive utilisés sont originaires Miaroc et ont été lyophilisés (2prélevements G2 et
G2).

-La pulpe de café est originaire de Cuba, ell&éaséthée au soleil (2prélevements CA et CA).

2-2) Estimation de la microflore :

2-2-1) Préeparation des milieux

Pour le comptage de la microflore totale aérobie, ppépare un milieu PCA (Plate Count
Agar). Dans un flacon de 600 ml, on met 200 ml d’elsstillée, on rajoute 7g de milieu PCA
(Fluka), on complete a 400 ml avec de I'eau d&stillOn introduit un barreau aimanté et on place le
flacon sur un agitateur.

Pour la détermination des champignons et des lsvoneutilise le milieu PDA (Plate Dextrose
Agar) +antibiotique (Chloramphénicol). Le protocek identique au précédent. On pese 15,6 g de
PDA (SIGMA) et 0,1 g de Chloramphénicol que I'oganpore dans chaque flacon de 400 ml.

Pour la détermination de la microflore anaérobre poépare un milieu MRS (De Man, Rogosa,

Sharpe) milieu qui nous servira a isoler des bactérieidaes s'il y era (De Man et al., 1960).



Méme protocole, en pesant 24 ,4 g de MRS (SIGMA),£tg de Tween80 (SIGMA) pour 400 m|
d’eau distillée. Le Tween est un tensioactif quusigpermet d’avoir une bonne dispersion des
microorganismes dans le milieu.

Placer les flacons contenants les milieux a I'datge pour la stérilisation (15 mn a 121°C).
Déposer au préalable sur chaque flacon un Scoalicklave pour s’assurer que la stérilisation a
bien eu lieu.

Placer les flacons sous la hotte et les laissevidéf avant de les couler dans des boites de.Retri
raison de 20 ml de milieu par boite, un flacon patrde remplir environ 20 boites. Couler les boites
sous la hotte prés du Bec Bunsen pour rester dassahditions stériles. Une fois toutes les boites
séches, les retourner et les placer a I'étuve & 2&hdant 48H pour vérifier qu’il N’y a pas eu de
contamination.

La composition des milieux est donnee en Annexe I.

2-2-2) mesure du taux d’humidité:
On détermine le poids sec des substrats grace balaece spécifique Sartorius MA 45. Placer une
coupelle dans le réceptacle et faire la tare ; Bépenviron 10 grammes de substrat ; Au bout de

guelques minutes, le pourcentage d’humidité duyataaffiche sur I'écran de I'appareil.

2-2-3) Inoculation :

- Préparation des différentes dilutions :

Dans un flacon de 250 ml, introduire 90 ml d’eastilée stérile+Tween (1ml de Tween pour 1
litre d’eau distillée), et 10 g de substrat (grigaal’olive ou pulpe de café). La solution obtensk e
homogénéisée sur un agitateur pendant 60 minutes laqulpe de café et 30 minutes pour les
grignons d’olive. Des dilutions successives soatisées a partir de la solution mére obtenue. La
gamme de dilution s’étend de 1Da 106.

Solution 90oml 9ml 9 ml aml Iml Iml
Mere 1071 102 103 104 1075 1076

Fig.1.Shéma des dilutions



- Inoculation des boites :

Chaque boite est notée selon le modele présedessous :

3X 3X

Fig.2.Methode d’inoculation par point de 20ul de chque dilution

Prélever a l'aide de pipetman (20 a 200 pul) et dmtps stériles, 20 pl de chaque dilution en
commencant par la plus faible et inoculer les lsoite Pétri, sous la hotte, prés du Bec Bunsen.
Trois réplicats par boite sont réalisés. Laisserbeites sécher pour que les gouttes s'impregnent
bien sur le milieu, avant de les retourner. Pléegiboites contenant les milieux PDA+Antibiotique
et PCA a I'étuve a 28°C pendant 48 heures.

Placer les boites contenant le milieu MRS dansjarme anaérobie (on place jusqu’a 15 boites de
Pétri par jarre) contenant un capteur d'oxygeneh@ia Genbox, Biomérieux) et un indicateur
d’anaérobie (bandelette, Biomérieux) dont la couldeue en présence d’oxygene, devient blanche

en absence d’oxygene. Placer la jarre a I'étuvelgaird8 heures.

-Observation, comptage et identification :

Une fois le délais d’incubation respecté, on precad’observation, d’abord macroscopique, puis
microscopique des microorganismes qui se sont dgpék sur les boites.

L’observation macroscopique nous permet de faireamptage direct du nombre de colonies et de
champignons observés. L'observation microscopicuésrpermet de distinguer les bactéries des
levures. Quand il s'agit de bactéries le microscopes permet de différencier les bacilles et les

coques, caractéristique indispensable a I'ideiatiio.

-Evaluation de la microflore :
Les résultats obtenus sont la moyenne des trigoar ramener le nombre de colonies au gramme
de substrat sec, on utilise la formule suivante :
Nombre de colonies
D x P x% MS

®)
f:./




D est le facteur de dilutionP est la quantité d’échantillon prélevée en gram®e MS est la

teneur en matiére seche de I'échantillon ;
2-3) Isolement des colonies :

-Préparation des tubes de MRS liquide et repiquage

La préparation du milieu MRS liquide (SIGMA) su@é méme protocole que celle pour le milieu
solide (préparation et incubatior®n prépare 400 ml de milieu répartis dans 40 t@mestilisant
une dispensette (9 ml/tube). Aprés observation l#tes de MRS solide et identification des
souches de bactéries, on préléve des coloniegafifis que I'on introduit dans des tubes de 2 ml
d’eau distillée stérile. On préleve ensuite 1 mkde tubes que 'on introduit dans un tube de MRS
liquide (opération que I'on réalise pour toutes detonies). On place les tubes a I'étuve pendant
48h. On procede a des observations régulieresgassurer de la bonne croissance des bactéries.

-Technique d’étalement sur gélose

La technique que I'on utilise consiste a étaler colenie a la surface du milieu MRS solide coulé
en boite de Pétri. On sépare la boite en 3 secgtenrpréléve une goutte d’'inoculum a I'aide d’'une
oése que I'on a préalablement flambé, on étaledlitum en une zone périphérique sur une surface
d’l cm2. On flambe de nouveau l'instrument, on d&sde refroidir, on dissémine l'inoculum
précédemment déposé en étalant en stries treeseué une moitié de la boite, on fait pivoter la
boite d’'un quart de tour on flambe de nouveau tfumeent et on laisse refroidir. On trace a
nouveau des stries dans la moitié de la boite.épate I'opération pour disséminer I'inoculum sur

le troisieme secteur de la boite.

Fig.3-Résultat d’un étalement sur gélose

2-4) Caractérisation des souches :

-Test de GRAM

Réalisation d’un frottis :




Déposer sur une lame propre une goutte d’eauldesfiluis prélever a I'aide d’'une oése stérile une
colonie de la culture. Incorporer progressivementagon a obtenir une suspension homogéne.
Réaliser le frottis en partant du centre de la |a@medécrivant un mouvement circulaire de fagon a
obtenir un étalement mince et homogéne. Séchexestle frottis au dessus de la flamme du bec
bunsen sans trop le chauffer.

Technique:

-recouvrir la lame de violet de gentiane phéniquadt une minute.

- laver a I'eau distillée (non obligatoire).

-recouvrir la lame d’une solution de Lugol dura@itsgécondes.

-laver a I'eau distillée.

-recouvrir la lame d’éthanol & 0,95 durant 10 selesn

-laver rapidement et recouvrir la lame de fuchgihéniquée, pendant 1minute.

-laver a I'eau distillée.

-observer aprés séchage a I'immersion (objectifx10

Résultat:

Les bactéries a Gram positif apparaissent violeltes bactéries a Gram négatif sont roses. Ce sont
des différence de nature de la paroi qui sont lseale cette difféerence de coloration ; les bagéri
a Gram négatif ont une paroi plus fine que cell@ram positif, et, de plus, elles sont riches en
lipides (membrane externe de la paroi) dans lesdigthanol est fortement soluble.

-Test de la catalase
Principe :
Cette enzyme est produite en abondance par leériegch métabolisme respiratoire (AS et AAF)
qui peuvent détruire les peroxydes. La catalasaresenzyme qui catalyse :

2 H,0, _ 2 HO +02
La plupart des microorganismes aérobies possedentatalase, en particulier les bacilles Gram
négatifs aérobies. Son absence est donc un cdidentification intéressant. Par exemple, parmi
les coques Gram + aérobies, seuls3&®ptococcaceasont catalase négativeactobacilluset
Erysipelothrix sont les seuls groupes de bacilles Gram + aéraimessporulés dépourvus de
catalase.
Technique :
Sur une lame propre et séche déposer une goutte dig/génée a 10 volumes, a l'aide d’'une
pipette Pasteur boutonnée, ajouter I'inoculum baatéObserver immédiatement.



Lecture

- apparition de bulles, dégagem
gazeux de dioxygénecatalase +
- pas de bullesatalase —

-Galerie API 50CH

Le principe d'identification de la galerie APl é&siméme que celui enzyme/substrat. Chaque cupule
contient un substrat difféerent sur lequel le miorganisme va réagir. Chaque bactérie ayant des
affinités avec un ou plusieurs substrats. Prélewmer colonie et l'introduire dans un flacon de Mc
Farland (Biomérieux) contenant 2ml d'eau distilléme turbidité moyenne indique que la
concentration en bactéries est suffisante. Intredié contenu du flacon dans une suspension
médium (api 50CHL médium, Biomérieux). Remplir chacpuit avec la suspension bactérienne
obtenue et déposer dans chaque cupule une gdutikedle paraffine pour créer 'anaérobiose. Les
creux du support de la galerie doivent étre rem@ksau distillée (pour créer une atmosphere
humide), puis la galerie posée dans le suppoe eblivercle posé par-dessus. On fera attention a ne
prélever qu’une seule colonie par identificatiomipoe pas que celle-ci soit faussée. On note kg dat
I'heure et la souche prélever avant de passerdaiga I'étuve.

Lecture :

Un tableau est fourni avec les galeries. Au boud8le d’incubation, pour chaque puit, on note
«+» si la réaction d’acidification a eut lieu l@@tion jaune) et «- » dans le cas contraire
(coloration violette). Le tableau ainsi rempli esivoyé au laboratoire qui se charge du traitement

des résultats.

3) Résultats :

3-1) Poids sec :
Grignon d’olives : 4,38% d’humidité Pulpe de café : 10,32% diité
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3-2) Microflore totale :

Tableau | : Recapitulatif de la microflore des gogs d’olives

. ) ) ) L;e Microflore
GI’IgI’]OﬂS Champignons |Bactéries |Levures Bactéries anaérobievures anaérobi =_I§ al
otale
G2 PCA 11 0,00E+0( [0,00E+0!
G2 PCA 12  [2,79E+0! 0,00E+0( |0,00E+0!
G2 PCA 1+-3  [8,72E+0! 0,00E+0( [0,00E+0!
G2'PCA 1+1 3,49E+0:
G2'PCA 12  [3,84E+0! 0,00E+0( [3,49E+0:-
G2'PCA 13  [8,72E+0! 0,00E+0( |0,00E+0!
G2 PDA 1(-1 0,00E+0!
G2 PDA 1(-2 _ |1,05E+0! 0,00E+0(
G2 PDA 1(-:3  [1,74E+0! 0,00E+0(
G2' PDA 1(-1 0,00E+0!
G2' PDA 1(-2 _ [8,72E+0:« 0,00E+0!
G2' PDA 1(-3  [6,98E+0! 0,00E+0(
G2 MRS 11 0,00E+0! 0,00E+0!
G2 MRS 1(-2 0,00E+0! 0,00E+0!
G2 MRS 1(-3 0,00E+0! 0,00E+0!
G2' MRS 11 0,00E+0! 0,00E+0!
G2' MRS 1(-2 0,00E+0! 0,00E+0!
G2' MRS 1-3 0,00E+0! 0,00E+0!
ufc/gpulpeMS  |4,34E+05 3,49E+03 |3,49E+04 |0,00E+00 0,00E+00 4,72E+05
Tableau Il :Recapitulatif de la microflore de ldgmide café
Pulpe de caf |Champignons |Bactéries |[Levures Bactéries anaérobievures anaérobifs
CAPDA10-1 [2,23E+04 0,00E+00
CAPDA 10-2 [7,43E+04 0,00E+00
CA PDA 10-3 |0,00E+00 0,00E+00
CA'PDA 10-1 |[4,27E+04 0,00E+00
CA'PDA 10-2 [5,57E+04 0,00E+00
CA' PDA 10-3 |0,00E+00 0,00E+00
CA MRS 10-1 1,12E+04 1,30E+04
CA MRS 10-2 0,00E+00 1,86E+04
CA MRS 10-3 0,00E+00 0,00E+00
CA'MRS 10-1 2,04E+04 4,83E+04
CA' MRS 10-2 3,71E+04 1,86E+04
CA'MRS 10-3 0,00E+00 0,00E+00
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lufc/gpulpeMS  [4,88E+04 | |o.00E+00 [2,29E+04 [2.46E+04 0.63E+04 |

Les tables de calcul permettant d’obtenir ces tasusont données dans les annexes Il et Il

3-3) Isolement :

Tableau Il : Résumé de la procédure d’isolementlietéries anaérobies

Grignon Pas de Pas d'isolement
bactéries
Café AY 1 Repicage Repicage Repicage AY1 pure
AY 2 sur sur sur AY21 pure
Tube Tube Boite AY 22 pure
AY 3 MRS MRS MRS AY 3 pure

3-4) Caractérisation :

Tableau IV : Description macroscopique des souches

Taille (mm| Forme Elévation Bordure Couleur Surface densité
de
diametre)
AY1 2 Circulaire Légérement | Lisse Creme Lisse Opaque
bombée brillante
AY 21 2 Circulaire Légéerement | Lisse Creme Lisse Opaque
bombée brillante
AY 22 0,1 Circulaire Légerement | Lisse Créme Lisse Opaque
bombée brillante
AY 3 15 Circulaire Légerement | Lisse Créme Lisse Opaque
bombée brillante

Tableau V : Description microscopique des souches

Souches GRAM + /- Bacilles ou Individus en| Long /trapus Catalase
bactériennes coques chaine

AY1 + Bacilles En chaine Longs -

AY 21 + Bacilles En amas/chaine| Longs -

AY 22 + coques En chaine trapus -

AY 3 + Bacilles En amas /chaing  Courts -

12



Galeries API

Les résultats des Galeries Api sont en cours dermant chez Biomérieux.

4) Discussion

La microflore totale des grignons d’olive est peyportante par rapport aux études réalisées a partir
de pulpe de café (Gaime-Perraud et al., 1993),adedse de canne a sucre (Roussos, 1985) et de
farine de manioc (Raimbault, 1980). Cependantréssltats obtenus en terme de champignons et
de levures restent dans le méme ordre de gran@elmeau V1)

Le nombre total de bactéries est moins importantp€ut supposer donc que la conservation puis
la lyophilisation du substrat ait influencé de nesai importante le développement des
microorganismes endogenes.

La microflore bactérienne, moins résistante que dbampignons, qui sporulent quand les

conditions sont difficiles, a été considérablensadfectée.

Tableau VI : Recapitulatif de la microflore de difénts produits agro-industriels

substrat Echantillon| Microorganismes
(pays) (ufc par gramme de poids sec du substrat)
champignons Levures Bactéries Microflore totale
Pulpe de café séchée al (Mexico) 1,24x106 1,07x105 | 1,11x108 1,12x108
soleil
Pulpe de café séchée aB 2,58 x10 4 8,52x103 | 6,64x105 7,01x105
Isoleil (Colombie)
Pulpe de café lyophilisée¢ C 8,56 x 10 4 2,18x106| 1,33x106 3,60x106
(Colombie)
Bagasse de canne a sugre 1,08x104 2,63x106 264x106
(Roussos, 1985)
Farine de manioq 2,50x108
(Raimbault, 1980)

Aucune bactérie anaérobie n’a pu étre isolée & jpi$ ensemencements par les grignons d’olives.
Par contre a partir de la pulpe de café on a garidosouches anaérobies.

Les colonies bactériennes isolées lors de cette&ant toutes Gram positive et Catalase négative.
Elles se sont développées sur MRS, en anaérolmospeut donc supposer qu’il peut s’agir de
bactéries lactiques. Il y a trois bacilles et uques. Les résultats de la Galerie Api 50 CH, nous

permettrons de terminer notre caractérisation.
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5) Conclusion

Aucune souche de bactéries lactiques n’a été isofggtir de grignons d’olives. On peut suggerer
gue l'utilisation d’un substrat frais, en périodeoduction donnerait des résultats plus conchuant
Les souches isolées a partir de la pulpe de cafiérqud étre utilisées par le laboratoire pour
inoculer des tubes de MRS liquide contenant 1%ediapéine.

Des mesures successives de la concentration emlpldn surnageant indiqueront s’il y a ou non

dégradation de l'oleuropéine par ces souches.
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ANNEXE |

MIEU MRS liquide

Composition du milieu

Peptone de viande 10
Extrait de viande 10
Extrait de levure 5
Acétate de sodium 5
Phosphate bi potassique 2
Citrate d'ammonium 2
Sulfate de magnésium 0,1
Sulfate de manganése 0,05
Glucose 20
Tween 80 (ou teepol ) 1 mi

Porter le mélange a ébullition pendant 1 minute.
62.5g pour préparer llitre.

PLATE COUNT AGAR PCA

La gélose glucosée a l'extrait de levure appeléelgsa Anglo-Saxons "Plate Count Agar" est
utilisée en bactériologie alimentaire pour le déhmment des bactéries aérobies dans le lait, les
viandes, les produits a base de viande, les aptoghiits alimentaires, ainsi que pour l'analyse des

produits pharmaceutiques, des produits cosmétigiues leurs matiéres premieres.

COMPOSITION (grammes/litre)

Tryptone 5
Extrait auto lytique de levure 2,5
Glucose 1
Agar 15

17,59 pour préparer llitre de milieu
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POTATOES DEXTROSE AGAR (PDA)

COMPOSITION (grammes/litre)

Infusion 4.0 (infusion deD2@ommes de terre par g
Glucose 20.0de D (+)

Agar-Agar 15.0

pH : 56+0.2

39g permettent de préparer 1litre de milieu

MRS (GELOSE) (De Man, Rogosa, Sharpe)

Version solide du bouillon MRS pour la culture thestéries lactiques.

COMPOSITION (grammes/litre)

Peptone 10,0
Extrait de viande de boeuf ,0 8
Extrait de levure 4,0
Glucose 20,0
Tween 80 1,0 mi
Hydrogénophosphate de potassium 2,0
Acétate de sodium 39 50
Citrate d’'ammonium 2,0
Sulfate de magnésium 7,6 0,2
Sulfate de manganése 4 0,05
Agar 10,0
PH 6,2+0,2

62.5g permettent de préparer llitre de milieu.
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ANNEXE Il résultats du dénombrement pour I'échantillon CA’ de la pulpe de café.

Pulpe café CA] |Champignons Levures
PDA PDA

Dilutions 1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-0 1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-0

1 7 1 0 0 0 0

2 8 1 0 0 0 0

3 8 1 0 0 0 0
Moy (20pl) 7,67 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ufc/ml D 3,83E+02/5,00E+01/0,00E+00 0,00E+000,00E+00/0,00E+00
ufc/ml SM 3,83E+03(5,00E+03|0,00E+00 0,00E+000,00E+00/0,00E+00
quantité g 10,01 10,01 10,01 10,01 10,01 10,01
ufc/g humide 3,83E+04(5,00E+04|0,00E+00 0,00E+000,00E+00/0,00E+00
humidité 10,32 10,32 10,32 10,32 10,32 10,32
ufc/g sec 4,27E+04(5,57E+04|0,00E+00 0,00E+000,00E+00/0,00E+00
Pulpe café CA Bacteries anaerobies Levures anaerobies

MRS MRS

Dilutions 1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-J |1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-0

1 2 0 0 8 1 0

2 4 1 0 6 0 0

3 5 1 0 12 0 0
Moy (20pl) 3,67 0,67 0,00 8,67 0,33 0,00
ufc/ml D 1,83E+023,33E+010,00E+00 |4,33E+021,67E+01/0,00E+00
ufc/ml SM 1,83E+033,33E+030,00E+00 |4,33E+031,67E+030,00E+00
quantité g 10,01 10,01 10,01 10,01 10,01 10,01
ufc/g humide 1,83E+043,33E+040,00E+00 |4,33E+041,67E+040,00E+00
humidité 10,32 10,32 10,32 10,32 10,32 10,32
ufc/g sec 2,04E+043,71E+0410,00E+00 4,83E+041,86E+04/0,00E+00
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ANNEXE Il : résultats du dénombrement pour I'échantillon G2 de grignon d’olives

Grignon G2 | |[Champignons Bacteries Levures
PCA PCA PCA
Dilutions 1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-0 1,00E-011,00E-02| 1,00E-03| |1,00E-01|1,00E-02 | 1,00E-03
1 9 3 0 0 0 0 0 0
2 4 1 0 0 0 0 0 0
3 3 1 0 0 0 0 0 0
Moy (20ul) |/0,00 5,33 1,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ufc/ml D 0,00E+00|2,67E+02/8,33E+01 0,00E+0(¢0,00E+00/0,00E+00 | |0,00E+0Q0,00E+00(0,00E+00
ufc/ml SM 0,00E+00|2,67E+04/8,33E+04 0,00E+0(0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+000,00E+00|0,00E+00
guantite g 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99
ufc/g humide| |0,00E+00|2,67E+058,34E+05 0,00E+0(0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+000,00E+00|0,00E+00
Humidité 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38
ufc/g sec 0,00E+00|2,79E+05|8,72E+05 0,00E+0(0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+000,00E+00(0,00E+00
Grignon G2 | |[Champignons Levures
PDA PDA
Dilutions 1,00E-01| 1,00E-02 1,00E-0 1,00E-01 1,00E-02 | 1,00E-03
1 3 1 0 0 0
2 2 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0
Moy (20ul) |/0,00 2,00 0,33 0,00 0,00 0,00
ufc/ml D 0,00E+00|1,00E+02/1,67E+01 0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
ufc/ml SM 0,00E+00|1,00E+04(1,67TE+04 0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
guantité g 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99
ufc/g humide]| |0,00E+00|1,00E+05|1,67E+05 0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
Humidité 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38
ufc/g sec 0,00E+00|1,05E+051,74E+05 0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
Grignon G2 Bactéries anaérobies Levures anaerobies
MRS MRS
Dilutions 1,00E-01|1,00E-02| 1,00E-03| |1,00E-01 1,00E-02 | 1,00E-03
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
Moy (20ul) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ufc/ml D 0,00E+0Q0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
ufc/ml SM 0,00E+0Q0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
guantité g 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99 9,99
ufc/g humide 0,00E+0(0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
Humidité 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38
ufc/g sec 0,00E+0(0,00E+00|0,00E+00 | |0,00E+00 0,00E+00 | 0,00E+00
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