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L'acide citrique est un composé organique essentiel utilisé dans de nombreux secteurs 

industriels tels que l'industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. En raison de ses 

propriétés acides, antioxydantes et de conservation, l'acide citrique est largement utilisé comme 

additif alimentaire, agent de conservation, agent chélatant et dans de nombreuses autres 

applications (Campbell Plat et al., 1989).  

Traditionnellement, l'acide citrique était principalement produit à partir de sources naturelles 

telles que les agrumes. Cependant, avec l'avancement des biotechnologies, la production d'acide 

citrique par fermentation microbienne est devenue une méthode plus économique et 

écologiquement durable (Chergui, D et al., 2021). À l'heure actuelle, 99 % de l'acide citrique 

produit dans le monde est obtenu par fermentation (Kuforiji et al., 2010). 

Un grand nombre de microorganismes, notamment des bactéries, des champignons et des 

levures, ont été utilisés pour produire de l'acide citrique. Cependant, l'Aspergillus niger, un 

champignon couramment présent, est plus utilisé que les autres microorganismes pour la 

synthèse commerciale de l'acide citrique en raison de son rendement final plus élevé lorsqu'il 

est combiné avec des sucres fermentescibles. Il est facile à manipuler, peut fermenter diverses 

matières premières peu couteuse et fournit constamment des rendements élevés (Show et al., 

2015). 

Il a été démontré que la production d'acide citrique par l'est fortement influencée par plusieurs 

conditions environnementales et certains oligo-éléments. Pour développer un processus de 

production maximale d'acide citrique, la standardisation du milieu utilisé et des conditions de 

fermentation sont cruciales (Bekir et al., 2009). Il est bien établi que les conditions 

nutritionnelles influent fortement sur la production d'acide citrique (Ali et al., 2012). 

La disponibilité abondante et peu coûteuse de substrats appropriés, tels que les déchets 

biodégradables provenant de diverses industries, joue un rôle crucial dans l'efficacité de la 

production d'acide citrique par fermentation. Cela permet de résoudre les problèmes liés à 

l'élimination des déchets tout en réduisant la dépendance de l'industrie vis-à-vis d'autres sources 

de production d'acide citrique (Sawant et al., 2018). Les dattes, qui sont des fruits riches en 

nutriments et en sucre, représentent des substrats potentiellement intéressants pour la 

production d'acide citrique (Siboukeur et al., 2001). De plus, la mélasse, un sous-produit de 

l'industrie sucrière, est également utilisée comme substrat en raison de sa teneur élevée en 

sucres fermentescibles (Hajar, 2017). 
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Dans cette étude, notre objectif principal était de contribuer à la production d'un produit à forte 

valeur ajoutée en utilisant un produit local, les dattes, et de comparer cette production avec 

l'utilisation de la mélasse comme substrat. Plus précisément, nous avons cherché à évaluer et 

comparer la capacité des dattes de qualité inférieure de la variété MECH DEGLA et de la 

mélasse à servir de substrats pour la production d'acide citrique.  

Ce mémoire est principalement structuré en deux sections distinctes : 

• La première partie, consacrée à la revue de la littérature, aborde la production d'acide 

citrique en mettant en avant les aspects clés de ce processus. Cela englobe la souche 

sélectionnée d'intérêt, désignée sous le nom de 'Aspergillus niger', dans laquelle ses 

caractéristiques et son rôle dans la production d'acide citrique sont examinés. De plus, 

elle examine les substrats utilisés dans cette production, en analysant leur importance et 

leurs propriétés. 

• La seconde partie, consacrée à la partie expérimentale, est composée d'un premier 

chapitre dans lequel sont présentés les matériaux utilisés ainsi que les méthodologies 

expérimentales appliquées dans cette étude. Le chapitre suivant présente les résultats 

obtenus à partir de ces expériences, accompagnés d'une discussion correspondante. 

Enfin, une conclusion approfondie est formulée pour résumer de manière concise les 

découvertes principales et les conclusions tirées de cette recherche. 
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I. Production d’acide citrique   

L'acide citrique est un additif alimentaire utilisé dans l'industrie alimentaire comme acidifiant, 

correcteur d'acidité, agent de levuration, dans la composition d'arôme, etc. La production 

industrielle de l'acide citrique en poudre est réalisée via la culture d'Aspergillus niger, nourri 

sur substrat contenant du sucre (saccharose ou glucose). D'un point de vue commercial et 

économique, l'acide citrique est produit par la fermentation des glucides présents dans les 

amidons et les sucres. Cette fermentation peut être réalisée en utilisant différentes souches de 

moisissures, dont Aspergillus niger, et en utilisant différents substrats, tels que la mélasse, le 

glucose, le lactose, etc. La production d'acide citrique peut être décrite en trois grandes étapes 

: la préparation de l'inoculum, la fermentation et l'extraction. Enfin, il existe des processus de 

production d'acide citrique de courte durée destinés à la production en grandes quantités d'acide 

citrique d'une grande pureté. Environ 80% de la génération d'acide citrique est réalisée par 

fermentation submergée (Siboukeur O., et al 2001). 

I.1. Production durable d’acide citrique   

L'acide citrique (AC) est principalement obtenu par la fermentation aérobie du glucose, mais il 

existe un besoin d'approches plus durables pour sa production. Les acides carboxyliques sont 

considérés comme des produits chimiques importants et ont été identifiés comme des candidats 

prometteurs pour les intrants de construction. Ils présentent des avantages environnementaux 

considérables en raison de leur caractère non toxique, comestible et biodégradable. En outre, 

l'AC offre de vastes possibilités d'application dans des domaines tels que l'alimentation, les 

produits pharmaceutiques, les cosmétiques, les détergents, l'agriculture et la nanotechnologie 

(Carlos et al., 2006 ; Ashkan et al., 2010 ; Guillermo et al., 2010). 

Cependant, le marché de l'AC connait une pression accrue avec une baisse des prix, rendant la 

production d'AC peu rentable en raison des coûts élevés de l'énergie et des matières premières. 

Parallèlement, la demande d'AC continue d'augmenter en raison de nouvelles applications. Par 

conséquent, il est essentiel de trouver de nouvelles approches pour une production d'AC 

écologiquement durable et économiquement viable. Une voie prometteuse consiste à utiliser 

des déchets agro-industriels peu coûteux et leurs sous-produits, en les fermentant en milieu 

solide à l'aide de souches microbiennes existantes ou génétiquement modifiées. Cette approche 
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pourrait contribuer à résoudre les défis liés à la production d'AC tout en valorisant les déchets 

et en réduisant l'impact environnemental (Dhillon, G. S et al, 2011). 

I.2. Micro-organismes utilisés pour la production de l’acide citrique 

Divers microorganismes tels que les bactéries, les champignons et les levures ont été cultivés 

dans différents substrats afin de produire des composés organiques, notamment de l’acide 

citrique, comme le montre le Tableau 1. 

L'utilisation des bactéries et de la levure revêt une importance considérable dans la production 

d'acides citrique, même si les études conventionnelles impliquent généralement l'utilisation de 

moules. Parmi les levures, Yarrowia lipolytica a été largement utilisée pour sa capacité à 

produire de grandes quantités d'AC. Un inconvénient de la fermentation de la levure réside dans 

le fait qu'elle produit des quantités importantes d'acide iso-citrique (AIC), un sous-produit 

indésirable (Caroll et al., 2006 Rymowicz et al., 2010). 

Tableau 1 : Micro-organismes producteurs d'acide citrique (Crolla et al., 2004 ; Kuforiji et 

al., 2010) 

 

Champignons , A. awamori, A. clavatus, A. nidulans, A. 

fonsecaeus, A. luchensis, A. phoenicus, A. wentii, A. saitoi, A. flavus, Absidia sp, Acremonium sp, Botrytis 

sp, Eupenicillium sp, Mucor piriformis, Penicillium citrinum, P. janthinellu, P. luteum, P. restricum, 

Talaromyces sp, Trichoderma viride , Ustilina vulgaris 

Levure Candida tropicalis, C. catenula, C. guilliermondii, C. intermedia, Hansenula, Pichia, 

Debaromyces, Torula, Torulopsis, Kloekera, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Yarrowia lipolytica 

Bactéries Arthrobacter paraffinens, Bacillus licheniformis, Corynebacterium ssp. 

Levure                 Candida tropicalis, C. catenula, C. guilliermondii, C. intermedia, Hansenula, Pichia, 

Debaromyces, Torula, Torulopsis,  Kloekera, Saccharomyces, Zygosaccharomyces,  Yarrowia lipolytica  

 

 

I.3. Substrats utilisés pour la production d’acide citrique 

 En raison de l'augmentation des prix, de la diminution des ressources non renouvelables et de 

la concurrence avec l'approvisionnement alimentaire, ainsi que des préoccupations concernant 

la pollution environnementale, l'accent est mis sur la récupération, le recyclage et la valorisation 

de la biomasse lignocellulosique. Cela revêt une importance particulière pour l'industrie 
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alimentaire et agricole, qui génère d'énormes quantités de déchets (solides et liquides) lors du 

traitement, pouvant souvent être utilisés pour produire des bioproduits à forte valeur ajoutée. 

Ces déchets représentent un risque de pollution de l'environnement et entraînent une perte de 

biomasse et de nutriments (Dhillon, G. S et al, 2011). 

 Par le passé, les déchets de transformation alimentaire étaient souvent sous-estimés ou utilisés 

dans des applications de faible valeur, tels que les aliments pour animaux ou l'engrais. 

Cependant, ces dernières années, de nouvelles méthodes et politiques de gestion et de traitement 

des déchets ont été introduites (figure 1), mettant l'accent sur la récupération, la bioconversion 

et l'utilisation des éléments de valeur présents dans ces déchets. Cette évolution est motivée par 

la nécessité de prévenir la pollution environnementale, d'économiser de l'énergie et de nouveaux 

matériaux, ainsi que pour des raisons économiques (Chundakkadu, K. (2005). 

 

 

Figure 1 : Organigramme illustrant le processus de production d'AC à partir de différents 

substrats (Dhillon, G. S et al, 2011). 

En général, les déchets de transformation alimentaire ont un potentiel de recyclage des matières 

premières ou de transformation en produits à haute valeur, ou peuvent être utilisés comme 

denrées alimentaires ou aliments pour animaux/fourrage après traitement biologique. La 

bioconversion des déchets de transformation alimentaire suscite un intérêt croissant. Il est 
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crucial d'utiliser les déchets agro-industriels pour la production d'acides carboxyliques (AC) en 

raison de l'augmentation des coûts des matières premières et de l'abondance de ces déchets (en 

raison de la population croissante). En effet, cela évite des coûts d'élimination, une perte de 

carbone précieux et des émissions de gaz à effet de serre (GES). Cependant, les déchets agro-

industriels sont souvent complexes et nécessitent des prétraitements pour améliorer la 

disponibilité des éléments nutritifs et la rhéologie (viscosité et taille des particules). Ces 

améliorations favorisent le transfert d'oxygène et de nutriments, et augmentent le rendement de 

production en utilisant efficacement le substrat complet (Dhillon, G. S et al, 2011). 

I.4. Techniques de fermentation pour la bio-production d'AC 

La fermentation est la principale méthode de production de l'AC dans le monde, représentant 

environ 99% de la production totale. A. niger est une moisissure largement reconnue et 

privilégiée pour sa capacité à produire de l'AC de manière efficace. La bio-production d'AC 

peut être subdivisée en trois étapes distinctes : la préparation, l'inoculation du milieu de 

fermentation, la fermentation elle-même et enfin la récupération/purification de l’AC. Les 

méthodes les plus couramment utilisées pour la bio-production d'AC sont la fermentation à l'état 

liquide (SmF) et la fermentation à l'état solide (SSF), comme indiqué dans le tableau de l’annexe 

1. Selon le type de fermentation, une variété étendue de substrats peut être employée pour 

obtenir une production d'AC efficace et viable (Kuforiji et al., 2010 ; Dhillon, G. S et al, 2011). 

I.4.1. Fermentation à l'état liquide  

 Selon les estimations, environ 80% de la production mondiale d'AC provient de la fermentation 

à l'état liquide (SmF), où la moisissure A. niger est cultivée dans un milieu contenant du glucose 

ou du saccharose (Kumar, V et al., 2013), Principalement, la production d'AC provient de 

sous-produits de l'industrie sucrière. 

Cependant, d'autres matières premières telles que les hydrocarbures, les résidus de déchets 

agro-industriels et divers matériaux riches en féculents ont également été utilisés comme 

sources de carbone pour la fermentation à l'état liquide (SmF) de l'AC (Jianlong et al., 2000 ; 

Maurya et al., 2000 ; Vandenberghe et al., 2000 ; Ambati et al., 2001 ; Rivas et al., 2008). 

La fermentation à l'état liquide (SmF) offre plusieurs avantages par rapport aux autres 

méthodes, tels qu'une productivité et un rendement élevés, des coûts de main-d'œuvre réduits 

et un risque de contamination moindre. La durée de fermentation varie généralement de 5 à 12 

jours en fonction des conditions. Bien que la SmF soit couramment utilisée pour la production 
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à grande échelle d'AC, il est nécessaire d'explorer des méthodes alternatives pour une 

production industrielle viable et durable afin de faire face à la baisse des prix et à la demande 

croissante du marché. La fermentation à l'état solide (SSF) offre une approche prometteuse pour 

obtenir un rendement élevé d'AC en utilisant une variété de déchets agro-industriels naturels et 

renouvelables, ainsi que leurs sous-produits. Cette méthode ne peut pas être réalisée 

efficacement par la SmF. De plus, la SSF a regagné en popularité dans les pays occidentaux en 

raison de la nécessité urgente de résoudre les problèmes croissants liés à la gestion des déchets 

agro-industriels (Dhillon, G. S et al, 2011). 

I.4.2. Fermentation à l'état solide  

La production d'acide citrique par fermentation en milieu solide (SSF) a suscité un vif intérêt 

en raison de ses nombreux avantages pour la fabrication de produits chimiques en grande 

quantité, tels que l'acide citrique lui-même, ainsi que des enzymes (Romero-Gomez et al., 

2000). Les procédés de fermentation en milieu solide présentent plusieurs avantages 

significatifs, notamment une faible consommation énergétique et une réduction notable des 

déchets, contribuant ainsi à atténuer les préoccupations environnementales. Dans le but de 

rendre la production industrielle d'acide citrique réalisable par fermentation en milieu solide, 

des recherches ont été menées principalement sur l'utilisation de résidus agro-industriels en tant 

que substrats appropriés. Cette approche est principalement motivée par la disponibilité facile, 

le faible coût, la richesse en glucides et autres nutriments essentiels de ces résidus, ainsi que par 

leur potentiel avantageux pour la croissance des champignons filamenteux (Ramachandran et 

al., 2004). De plus, la biotransformation des résidus agro- industriels apporte une solution aux 

problèmes d'élimination de ces déchets. L'utilisation de ces déchets agricoles dans la production 

d'acide citrique a considérablement amélioré son efficacité économique. Le choix d'un substrat 

adéquat pour le procédé de fermentation en milieu solide dépend de plusieurs facteurs, 

notamment le coût et la disponibilité. Selon (Chundakkadu, 2005). La fermentation en milieu 

solide (SSF) est caractérisée par la croissance des micro-organismes sur des matériaux solides 

en l'absence de liquide libre. Au cours de la SSF, l'humidité nécessaire à la croissance 

microbienne se trouve sous forme absorbée ou complexée à l'intérieur de la matrice solide. Ce 

substrat solide est généralement constitué de composés naturels issus de produits agricoles, de 

sous-produits et de résidus agro-industriels, ou de matières synthétiques (Pandey, 2003). 

Divers types de fermenteurs ont été employés pour la production d'acide citrique par 

fermentation en milieu solide (SSF). Parmi ces fermenteurs, on trouve les erlenmeyers, les 

incubateurs en verre, les plateaux, les bioréacteurs à tambour horizontal tournant, les 
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bioréacteurs à colonne garnissage, les lits de percolation à simple couche, les lits de percolation 

à multicouches, et bien d’autres encore (Papagianni et al., 1999 ; Pandey et al., 2000 ; 

Vandenbergh et al., 1999). 

Ces dernières années, plusieurs chercheurs ont comparé les procédés SSF et SmF et ont conclu 

que le procédé SSF présente de nombreux avantages par rapport au procédé SmF. Les bénéfices 

du procédé SSF sont détaillés dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des différents types de fermentations avec leurs effets 

sur la production d'AC (Dhillon, G. S et al, 2011). 

 

 

Bien que la SFF ait été largement étudiée pour une production durable d'acide citrique (AC) et 

d'autres produits industriels au cours des décennies passées, il reste encore des améliorations à 

apporter pour augmenter les rendements de production d'AC. Le procédé SSF présente un fort 

potentiel pour développer une technologie commerciale de production d'AC rentable, mais une 

automatisation accrue du processus est nécessaire pour une utilisation industrielle plus étendue, 

ce qui peut être réalisé grâce à une amélioration de la conception des réacteurs. De plus, en 

utilisant de manière durable la biomasse renouvelable et abondante, et en optimisant les 

différents paramètres de fermentation, il serait possible d'obtenir une production technico- 

économiquement viable d'AC (Dhillon, G. S et al, 2011). 
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I.5. Applications de l’acide citrique 

La demande d'acide citrique est en constante augmentation.  

Les applications de l'acide citrique (AC) sont vastes, en raison de son statut GRAS (Generally 

Recognized as Safe): Généralement Reconnu Comme Sans Danger), ce qui est reflété par les 

chiffres actuels concernant sa production : en 2007, la production mondiale était estimée à 1,6 

million de tonnes, avec une valeur estimée à 2,6 milliards de dollars en 2014, et 3,6 milliards 

de dollars en 2020. Le marché de l'AC connaît une expansion continue en raison de son 

utilisation répandue dans l'industrie alimentaire, les produits pharmaceutiques, les produits de 

santé grand public et la biomédecine (figure 2). En tant qu'acide faible, l'acide citrique est utilisé 

comme antioxydant, conservateur, acidifiant, régulateur de pH ou arôme dans les aliments et 

les boissons, ainsi que dans des applications comparables dans les industries pharmaceutiques 

et cosmétique. L'acide citrique est actuellement principalement produit en Chine, qui représente 

environ 60 % de la production mondiale (Kouassi, E. 2018).  

       

Figure 2 : Différentes applications conventionnelles d'AC (PPCPs- Produits pharmaceutiques 

et de soins personnels) (Dhillon, G. S et al, 2011). 

L'AC présente des propriétés bactéricides et bactériostatiques contre Listeria monocytogenes, 

un pathogène alimentaire capable de se développer à des températures basses et en présence de 
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concentrations salines élevées. Ce pathogène est souvent présent dans les produits de 

charcuterie, y compris les saucisses de Francfort ((Bal et al., 1998 ; Nickelson et al., 1999). 

L'AC suscite un intérêt mondial croissant en raison de sa biodégradabilité, de sa 

biocompatibilité, de sa non-toxicité et de ses propriétés antibactériennes. Des études ont exploré 

l'utilisation prometteuse de l'AC comme copolymère dans les nanomatériaux pour la nano-

médecine (Ashkan et al., 2010 ; Guillermo et al., 2010) ont développé un nano-polymère à 

base d'AC pour servir de support biocompatible dans la culture de diverses cellules, telles que 

les cellules endothéliales, les tissus ligamentaires, les cellules musculaires, les cellules osseuses 

et les cellules cartilagineuses, ainsi que pour l'administration de médicaments. 

À l'avenir, l'AC pourrait également être utilisé dans la lixiviation chimique des impuretés des 

minerais naturels, pour l'extraction de métaux d'intérêt. Ainsi, l'AC pourrait jouer un rôle 

potentiellement important dans l'hydrométallurgie, qui se tourne de plus en plus vers des 

techniques écologiques basées sur la biologie (Dhillon, G. S et al, 2011). 

I.6. Techniques de récupération et de purification de l'acide citrique   

La récupération de l'acide citrique peut être effectuée à l'aide de trois principales opérations 

unitaires : la précipitation, l'extraction et l'adsorption (en utilisant principalement une résine 

échangeuse d'ions). La méthode de cristallisation peut également être utilisée, mais elle présente 

un risque de contamination en raison de la présence de matériaux indésirables provenant de la 

matière première et de l'autolyse des cellules microbiennes (Drysdale & McKay, 1995). 

La méthode de précipitation a été la plus couramment utilisée pour la récupération de l'acide 

citrique car elle est applicable à tous les procédés, mais elle nécessite l'élimination des micelles 

du champignon, du bouillon de fermentation et des matières en suspension par filtration 

(Dhillon et al., 2011). 

Dans cette méthode, de l'oxyde de calcium hydraté (lait de chaux) est ajouté au milieu, puis la 

chaux est précipitée dans du citrate tricalcique tétrahydraté. Ensuite, le précipité est filtré et lavé 

à l'eau. Il est ensuite traité dans un acidulateur avec du sulfate de calcium, où l'acide sulfurique 

forme du gypse. Le mélange est ensuite filtré et la liqueur mère est traitée avec du charbon actif 

et passée à travers des échangeurs d'anions et de cations. Ensuite, elle est concentrée par 

évaporation sous vide à 40 °C. Enfin, des cristaux d'acide citrique monohydraté se forment dans 

un cristalliseur sous vide à une température de 20 à 25 °C, et de l'acide citrique anhydre se 

forme à des températures de cristallisation supérieures à 36,5 °C (Kubicek, 1986 ; Grewal et 

Kalra, 1995). 
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Les déchets générés par ce processus comprennent le sulfate de calcium et les résidus de micro-

organismes contenant des acides aminés, du sucre, des colloïdes, des pigments et des matières 

inorganiques. Ces déchets pourraient être utilisés dans les cimenteries ou séchés pour être 

utilisés dans les usines d'alimentation (Dhillon et al., 2011). 

L'extraction par solvant est une alternative à la purification et à la cristallisation de l'acide 

citrique, car elle présente des avantages environnementaux par rapport à la méthode de 

précipitation. Cette méthode utilise de l'alcool n-octylique et de la tridodécylamine comme 

solvants pour extraire l'acide citrique, éliminant ainsi la production de gypse. Elle a été 

recommandée par la Food and Drug Administration des États-Unis pour une utilisation dans 

les applications alimentaires et pharmaceutiques (Grewal & Kalra, 1995). 

Une autre technique utilisée est l'électrodialyse, qui utilise des membranes chargées 

électriquement pour séparer l'acide citrique des autres composants de la solution. Cette méthode 

s'est avérée économique pour les milieux de fermentation clairs, bien qu'elle soit environ 50% 

plus coûteuse que d'autres procédés de récupération tels que la précipitation (Amenaghawon 

et Aisien, 2012). 

Différentes méthodes analytiques sont utilisées en laboratoire pour la détermination et la 

quantification de l'acide citrique. Celles-ci incluent la spectrophotométrie, la chromatographie 

en phase gazeuse, la chromatographie liquide à haute performance, la spectroscopie de 

résonance magnétique nucléaire à haute résolution et la méthode traditionnelle de titrage 

(Themelis et Tzanavaras, 2001 ; Jham et al., 2002 ; Williams, 1984 ; Del Campo et al., 

2006). 

II. Souche et substrats d’intérêts  

II.1. Souche d’intérêt  

II.1.1. Généralité sur les Aspergillus 

Le genre Aspergillus, découvert en 1729 par Micheli. Les Aspergillus sont des champignons 

cosmopolites, très répondus dans le milieu extérieur. Ce sont des champignons ubiquistes : on 

les rencontre aussi bien en milieu rural (silos à grain, foin, paille tassée et humide, céréales ou 

fruits moisis, matière organique en décomposition) qu'en milieu urbain, et aussi bien à 

l'extérieur qu'à l’intérieur des habitats (poussières accumulées derrière les meubles, cadre, faux 

plafonds, conduits d'aération, plantes en pots, ...) (Chabasse et al., 2002). 

Les Aspergillus sont caractérisés par un thalle végétatif formé de filaments mycéliens hyalins. 

Ces filaments sont de diamètre fin et régulier, ils sont septés et ramifiés (Quatresous, 2011). 
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Certaines espèces sont capables de se développer dans des environnements extrêmes de 

températures (élevées/basses) et de concentrations (élevées de sel/sucre). Des milieux faibles 

acidités ou de faibles niveaux d’oxygène (Chi-Ching et al., 2018). 

Les Aspergillus peuvent causer des problèmes tels que la détérioration des aliments, la 

production de mycotoxines et des infections chez les humains et les animaux. Cependant, 

certaines espèces sont utilisées dans la biotechnologie pour produire des métabolites bénéfiques 

tels que les acides organiques (Samson et al., 2014). Les souches d'Aspergillus démontrent une 

adaptation et une aptitude supérieures à se développer dans divers substrats (Levente et al., 

2003). 

II.1.2. Aspergillus niger 

Parmi les 180 espèces du genre Aspergillus officiellement reconnues, l'Aspergillus niger est 

d'un intérêt particulier en raison de son utilisation en biotechnologie pour produire des 

composés à partir de substrats peu coûteux. C'est une des espèces les plus communes du genre 

Aspergillus qui apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur les fruits et légumes. 

Il est considéré comme le microorganisme le plus polyvalent pour la production d'acides, de 

protéines et d'enzymes de valeur industrielle parmi lesquelles : les cellulases, les pectinase, les 

xylanases, les amylases, les glucoamylases et les protéases, en plus d'une variété de composés 

d'intérêt pharmacologique ((Ward et al., 2006 ; Mary et al., 2019). 

Cependant, les applications industrielles de l'Aspergillus niger ne se limitent pas à la production 

d'acide citrique ; en tant que sécréteur prolifique, de nombreuses enzymes et autres molécules 

d'intérêt industriel sont produites par ce champignon. 

II.1.2.1. Classification de l'Aspergillus niger 

La section Nigri des Aspergillus a été l'objet d'études approfondies par de nombreux 

taxonomistes, aboutissant à une révision récente (Abarca et al., 2004). Dans leurs travaux, 

Mosserey (1934) a décrit initialement 35 espèces d'Aspergillus noirs, tandis que Raper et 

Fennell (1965) ont restreint le nombre d'espèces acceptées dans le groupe A. Niger à 12. Par la 

suite, Al-Musallam (1980) a examiné plus spécifiquement la taxonomie du groupe A. niger en 

se basant principalement sur des caractéristiques morphologiques. Elle a identifié sept espèces 

distinctes et a décrit A. Niger comme un agrégat comprenant sept variétés et deux formes. 
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Selon Bocquet (1993), la position taxonomique d' A. Niger peut être résumée comme suit : 

 ► Règne :                                        Mycètes (Fungi) 

 ► Embranchement :                        Amastigomycota 

 ► Sous-embranchement :                Deutéromycotina 

 ► Classe :                                        Deutéromycètes 

 ► Ordre :                                         Moniliales 

 ► Famille :                                      Mniliaceae (mucedinaceae) 

 ► Genre :                                        Aspergillus 

 ► Espèce :                                      Aspergillus niger 

 

A. Morphologie 

D’après Bennett (2009), les spores d'Aspergillus sont des composants courants des aérosols où 

elles dérivent sur les courants d'air, se dispersant à la fois sur de courtes et de longues distances 

en fonction des conditions environnementales. Lorsque les spores entrent en contact avec une 

surface solide ou liquide, elles se déposent et, si les conditions d'humidité sont bonnes, elles 

germent, la capacité à se disperser dans le monde entier grâce aux courants d'air et à croître 

presque n'importe où lorsque la nourriture et l'eau appropriées sont disponibles signifie que « 

ubiquitaire » est l'un des adjectifs les plus couramment utilisés pour décrire ces moisissures. 

La morphologie du champignon joue un rôle crucial dans les caractéristiques physiques du 

bouillon de fermentation, ce qui a un impact direct sur le rendement final du produit (Jayanta 

et al., 2001). 

Le comportement rhéologique du champignon est étroitement lié à sa morphologie et à la 

concentration de la biomasse. La rhéologie du bouillon de fermentation est un aspect 

fondamental des systèmes de fermentation fongique, en particulier des champignons 

filamenteux, et joue un rôle crucial dans les processus de transport dans les bioréacteurs ainsi 

que dans le rendement de production du produit souhaité (Henzler et al., 1987).  

Même avec une faible teneur en matière sèche, le bouillon de fermentation présente des 

caractéristiques non-newtoniennes distinctes. Dans les systèmes de fermentation d'A. niger, 

différentes formes peuvent être observées dans le bouillon pendant le processus de 

fermentation, telles que les formes filamenteuses ou granulées. Pendant la phase filamenteuse, 

l'enchevêtrement des hyphes du mycélium, associé à une forte concentration de biomasse, peut 
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entraîner un comportement non-newtonien très visqueux, en revanche, dans la forme granulée, 

le mycélium forme des agrégats sphériques stables, avec un réseau ramifié plus dense et 

partiellement lié par des hyphes, ce qui se traduit généralement par des bouillons non-

newtoniens moins visqueux. La fermentation liquide de l'acide citrique (AC) bénéficie 

grandement de l'utilisation de la forme granulée d'A. niger. Le comportement rhéologique des 

bouillons de fermentation joue un rôle crucial dans le mélange homogène de la masse et des 

processus de transfert de chaleur. Il influence également le transfert d'oxygène vers les cellules, 

qui est souvent une étape limitante sur le plan cinétique dans la fermentation. Une stratégie 

possible pour atténuer cette limitation consiste à favoriser la formation de petites agrégations 

sphériques de cellules (Levente et al, 2003). 

Cependant, il est important de noter que le manganèse (Mn2+) joue un rôle essentiel dans la 

croissance d'A. niger. Des études ont démontré que le métabolisme cellulaire d'A. Niger est 

perturbé en cas de carence totale en Mn2+ (Rohr et al., 1996).  

Afin d'optimiser la bio-production d'AC, il est crucial d'ajuster la concentration initiale de Mn2+ 

dans le milieu de fermentation. Cependant, les suspensions mycéliennes présentent un caractère 

non-newtonien et une viscosité élevée, ce qui rend le mélange difficile et impacte 

significativement le transfert d'oxygène à l'interface. Ainsi, l'utilisation de bioréacteurs agités 

mécaniquement est nécessaire pour assurer un transfert efficace de matière, de chaleur et 

d'oxygène dans les bouillons de fermentation non-newtoniens. La rhéologie du bouillon de 

fermentation est influencée par la complexité du substrat, l'augmentation de la biomasse 

pendant la croissance et la formation de différents métabolites, ce qui peut entraîner des 

problèmes de transfert d'oxygène et une faible productivité d'AC (Gurpreet et al., 2012). 

A. niger a une croissance rapide, un mycélium septé à l'aspect poudreux ou duveteux de couleur 

variable suivant les milieux de culture. Sur le milieu Malt Agar (MA) (pH 6,5) mycélium à 

croissance rapide d'aspect de velours ou de feutre, blanc cotonneux au départ, devenant 

poudreux avec l'apparition de spores noires. Le revers est blanchâtre. Sur le milieu Czapek (pH 

5,5) (Cahagnier, 1998). 

L'identification de l'Aspergillus niger repose sur la mise en évidence des têtes aspergillaires 

bisériées radiées, noires à maturité lors de l'examen microscopique des colonies. En effet, des 

filaments dressés non cloisonnés appelés conidiophores prennent naissance sur les filaments 

végétatifs. Ces conidiophores à parois lisse, hyalines ou de couleur brunâtre dans sa moitié 

supérieure, très longue (1,5 à 3 mm) et se terminent par une vésicule de forme globuleuse, 30 à 
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100 µm (en moyenne 45 à 75 µm) sur laquelle sont disposées les cellules conidiogènes ou 

phialides. La conidiogénèse s'effectue sur le mode blastique phialidique, par bourgeonnement 

à l'apex des phialides d'une série de spores ou conidies qui restent collées les unes aux autres 

en chaînes non ramifiées, basipètes, la plus jeune étant à la base de la chaîne. Les spores 

unicellulaires sont de forme globuleuse (3,5 à 5 µm), échinulée à très verruqueuse, souvent 

disposées en chaînes et de pigmentation brune. Les phialides sont insérées sur la vésicule par 

des cellules intermédiaires sous-jacentes appelées métules (structure bisériée) disposées sur tout 

le pourtour de la vésicule, l’ensemble stipe et vésicule constitue le conidiophore et l’ensemble 

vésicule, phialides et conidies forme la tête aspergillaire (Figure01) (Chabasse et al., 2002). 

 

 

Figure 3 : Appareil reproducteur des Aspergillus (Chabasse et al., 2002). 

B. Physiologie 

L'une des caractéristiques fondamentales de l'ensemble du règne fongique est sa stratégie 

nutritionnelle distinctive. Ces organismes sécrètent des acides et des enzymes dans 

l'environnement environnant, décomposant ainsi les molécules polymériques en molécules plus 

simples qui sont ensuite absorbées par la cellule fongique. Comme les animaux, les 

champignons sont hétérotrophes. Alors que les animaux mangent leur nourriture puis la 

digèrent, les champignons digèrent d'abord leur nourriture puis la "mangent". L'accès aux 

nutriments est favorisé par des forces mécaniques, les pointes des hyphes fongiques se 

développant dans et à travers leur substrat alimentaire. Les espèces d'Aspergillus sont des 

exemples typiques du mode de vie fongique. Elles se trouvent le plus souvent dans les habitats 
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terrestres et sont couramment isolées du sol et de la litière végétale associée. Le processus de 

décomposition effectué par ces moisissures est important pour entraîner le cycle naturel des 

éléments chimiques, en particulier dans le cycle du carbone où elles contribuent à la 

reconstitution de la réserve de dioxyde de carbone et d'autres composés inorganiques (Carroll 

et Wicklow, 1992). 

II.1.2.2. Culture de l'Aspergillus niger 

Aspergillus niger est un champignon filamenteux largement utilisé dans l'industrie alimentaire 

pour la production d'acides organiques, d'enzymes et de pigments. Pour cultiver cette espèce de 

champignon, il est indispensable de maîtriser certaines techniques de culture. Tout d'abord, il 

est important de choisir un le milieu de culture en fonction de l'objectif de la culture. Les milieux 

couramment utilisés pour la culture d'Aspergillus niger incluent le milieu de Sabouraud, le 

milieu de Czapek-Dox et le milieu de la gélose au dextrose de pomme de terre (PDA). Une fois 

le milieu de culture choisi, il doit être stérilisé avant utilisation pour éviter toute contamination 

(Abdel-Sater et al., 2011 ; Singh et Singh, 2008). 

II.1.2.3. Méthodes de culture d’Aspergillus niger  

Les Aspergillus sont des champignons qui présentent une croissance rapide sur les milieux de 

culture courants tels que la gélose au malt, la gélose de Sabouraud et la gélose PDA, auxquels 

des antibiotiques peuvent être ajoutés (Tabuc, 2007 ; Gacem, 2011). Après 48 heures 

d'incubation, on observe des colonies plates formées de courts filaments aériens de couleur 

blanche. Après 96 heures d'incubation, les colonies prennent leur teinte caractéristique, qui peut 

être brune, verte, jaune ou noire selon les espèces. La couleur des colonies est un moyen rapide 

d'orientation dans l'identification des espèces d'Aspergillus : gris-vert pour A. fumigatus, vert-

jaune pour A. flavus et les espèces du groupe A. glaucus, vert foncé à chamois pour A. nidulans, 

brun cannelle pour A. terreus, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolor, jaune puis noir 

pour A. niger, et blanche pour A. candidus. Le revers de la colonie est généralement incolore 

ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec l'âge (Tabuc, 2007). 

La méthode de culture elle-même peut également affecter la croissance et le rendement 

d'Aspergillus niger. Les méthodes de culture couramment utilisées incluent la culture en 

surface, la culture en submergée et la culture en suspension. Chacune de ces méthodes présente 

des avantages et des inconvénients en fonction de l'objectif de la culture (Abdel-Sater et al., 

2011).  
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La culture d'Aspergillus niger est un processus complexe qui nécessite une attention particulière 

aux détails pour obtenir des résultats optimaux. En maîtrisant les techniques de culture 

appropriées, il est possible d'obtenir des cultures de haute qualité pour diverses applications 

industrielles peuvent être obtenues ((Frisvad et al., 2006 ; Singh et Sing, 2008). 

II.2. Substrats d’intérêts  

II.2.1. Dattes 

Les dattes sont définies comme les fruits du palmier dattier (Phoenix dactylifera), appartenant 

à la famille des Arecaceae (Al-Shahib et Marshall, 2003). Les dattes, en tant qu'aliment riche 

en nutriments et ayant des effets physiologiques et thérapeutiques bénéfiques sur le corps 

humain (Rahmani et al., 2014). Elles sont composées principalement de sucres naturels, de 

fibres, d'acides aminés essentiels et d'antioxydants naturels, tels que les polyphénols, qui jouent 

un rôle dans la protection contre les maladies dégénératives et le stress oxydatif (Vayalil, 2012).  

En Algérie, on recense plus de 940 cultivars de palmiers dattiers. Les variétés les plus 

couramment cultivées comprennent la Deglet-nour, Mech-Degla, Ghars et la Degla-Beida. Ces 

variétés se distinguent par leurs différentes saveurs, consistances, formes, couleurs, poids et 

dimensions (Belguedj, 2001). 

II.2.1.1. Variété d'intérêt (Mech-Degla) 

C’est une variété populaire des dattes sèches compte tenu de ses qualités gustative, sa facilité 

de conservation et de ses multiples utilisations. Elle est récoltée en mois d’octobre et novembre. 

Cette variété est excellente, digestible et très appréciée par le consommateur, elle présente en 

effet, une texture farineuse et une consistance sèche ce qui lui confère une bonne aptitude à la 

conservation, notamment sous vide pour plus de 12 mois, la rendant ainsi très appréciée des 

consommateurs (Taleb et Hamdaoui, 2021 ; Belguedj, 2002).  

Généralement le fruit de ce cultivar a une forme subcylindrique un peu allongée et aplatie à la 

base. Il peut atteindre une taille de 3,5 cm de longueur et un point de l'ordre de 6,5 g. A certains 

stades de croissance, la date est de couleur rouge orangé, elle devient beige clair à la maturité 

avec des nuances de marron. Son épicarpe est ridé, pas trop brillant et cassant. Le mésocarpe 
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est un peu charnu de consistance sèche, de couleur blanche et de texture farineuse (Belguedj, 

2001). 

II.2.1.2. Composants favorisants la croissance de l'Aspergillus niger et la production de de 

l’acide citrique 

Certaines composantes des dattes favorisent la croissance de l'Aspergillus niger et la production 

d'acide citrique. Les dattes sont riches en sucres fermentescibles tels que le glucose et le 

fructose, qui servent de source de carbone et d'énergie pour les micro-organismes. Ces sucres 

sont facilement métabolisés par l', favorisant ainsi sa croissance et sa capacité à produire de 

l'acide citrique (Zargat,1996). 

De plus, les dattes contiennent également des nutriments essentiels tels que des vitamines, des 

minéraux et des acides aminés, qui sont nécessaires à la croissance et au métabolisme des micro-

organismes. Ces nutriments fournissent les éléments nécessaires à l'Aspergillus niger pour 

produire efficacement de l'acide citrique (Siboukeur et al., 2001). 

II.2.2. Mélasse 

La mélasse est un mélange résultant du raffinage du sucre extrait de la betterave sucrière ou de 

la canne à sucre. Elle contient 40 à 50 % de sucre, très riche en minéraux « potassium, calcium, 

magnésium, phosphore » ce qui n’est pas le cas du saccharose. C’est une substance très nutritive 

pour les levures et les bactéries dans les fermenteurs. Sa richesse en composés nutritifs pour les 

levures explique son utilisation comme substrat essentiel dans l’industrie de la fermentation 

contrairement au saccharose qui est très calorifique. Elle est aussi une source riche en calcium, 

en magnésium et en fer.  La mélasse est utilisée comme substrat pour production d’aliments de 

bétails et les distilleries d’alcool ((Younsi, 2018 ; Ourihane, 2016).  

III. Production d’acide citrique par Aspergillus niger 

L'acide citrique, autrefois isolé des agrumes, est maintenant produit industriellement par le 

champignon filamenteux. Cette découverte a été initiée il y a plus de 100 ans par James Currie 

(1917), un chimiste alimentaire, qui a publié une étude décrivant les propriétés exceptionnelles 

d'Aspergillus niger pour la production industrielle d'acide citrique. Currie a notamment 

démontré les conditions de croissance nécessaires à la biosynthèse de l'acide citrique, ainsi que 

la capacité du champignon à se développer à un pH bas (2,5 à 3,5) tout en produisant de grandes 

quantités de ce métabolite. Ces travaux ont établi une corrélation directe entre la quantité de 
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substrat dans le milieu et la production d'acide citrique, jetant ainsi les bases de la fermentation 

industrielle moderne de cette substance. Contrairement à d'autres espèces de champignons qui 

produisaient de l'acide citrique en 1917, chaque souche d'Aspergillus niger testée par Currie 

était capable de produire efficacement cette molécule lorsqu'elle était cultivée dans des 

solutions de sucre. Deux ans plus tard, la société américaine Pfizer a construit une usine pilote 

pour la production biochimique d'acide citrique, et au milieu des années 1920, la production 

utilisant la fermentation d'Aspergillus niger dépassait largement l'extraction à partir des 

agrumes (Development of Deep-tank Fermentation, Pfizer, Inc. 2008). 

Le cycle de l'acide citrique a été entièrement élucidé au cours des décennies suivantes, ce qui a 

valu à Hans Krebs et Fritz Lipmann le prix Nobel en 1953. Les microbiologistes industriels, 

dont James Currie, avaient pour objectif d'exploiter ce cycle métabolique, ainsi que d'autres 

voies métaboliques, pour fermenter des molécules utiles. 

L'Aspergillus niger est considéré comme le choix optimal de microorganismes pour la bio-

production d'acide citrique (AC). Les caractéristiques de croissance et d'adaptabilité d'A. niger 

dans une multitude de milieux de culture, combinées à une régulation précise et à un contrôle 

efficace des flux glycolytiques, ainsi qu'à la sécrétion d'AC par la mitochondrie et le cytosol, 

contribuent à l'accumulation considérable d'AC. La réglementation des diverses enzymes 

métaboliques associées à l'effet de multiples facteurs positifs sur le flux glycolytique favorise 

une production d'AC élevée, tout en minimisant sa dégradation via le cycle de l'AC (Levente 

et al., 2003). Les principaux avantages d'A.Niger parmi de nombreux microorganismes sont sa 

facilité de manipulation/récolte, sa capacité à fermenter une variété de matières premières, de 

préférence les résidus de déchets agricoles, et les rendements élevés de production (Caroll et 

al., 2006 Rymowicz et al., 2010). 

Dans la littérature, la plupart des études mentionnent l'utilisation de souches d'A.Niger en tant 

que microorganismes le plus favorable pour la production d'AC. Cependant, avec les progrès 

de la biotechnologie, il y a eu développement de nouvelles souches génétiquement modifiées 

et l'amélioration de souches existantes productrices d'AC par mutagénèse et sélection de 

souches potentielles de productivité plus élevés d'AC. Cependant, l'utilisation effective de ces 

nouvelles souches en question dans l'application industrielle et leur stabilité sur une période de 

temps, s'appuyaient sur les souches classiques. À cet égard, le rôle des substrats est également 

un facteur essentiel pour améliorer le rendement de production d'AC (Gurpreet et al ;2012). 
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III.1.  Paramètres clés pour la production d’acide citrique par Aspergillus niger  

La croissance de l'Aspergillus niger est influencée par plusieurs facteurs environnementaux tels 

que : la température, le pH, la concentration en nutriments, la quantité d'oxygène et la présence 

d'inhibiteurs de croissance (tableau 3). Ces différents facteurs environnementaux doivent être 

pris en compte pour optimiser la croissance de l'Aspergillus niger dans des conditions de culture 

spécifiques. 

 

Tableau 3 : Principaux facteurs qui influencent la production d'acide citrique (Karim et al. 

2010) 

 

Facteurs Effets 

Source de carbone Positifs : saccharose, glucose, fructose, galactose 

Négatif : amidon, xylose, arabinose, sorbitol, acide pyruvique 

Source de 

phosphore 

Positif : phosphate monopotassique (0,5–5,0 g/L) 

Source d'azote Positif : nitrate d'ammonium, sulfate d'ammonium, peptone, 

extrait de malt, urée (0,1–0,4 gN/l) 

Négatif : des concentrations élevées conduisent à la 

production de biomasse 

pH Positif : < 3 (selon l'espèce) 

Oligo-éléments Positifs : zinc, cuivre, sulfate de magnésium (faibles niveaux) 

Alcools inférieurs Positif : méthanol, éthanol, n -propanol, isopropanol, acétate 

de méthyle (1–4 % v/w) 

 

III.1.1. Source de carbone  

Les Aspergillus peuvent métaboliser plusieurs composés carbonés, tel que, glucose, fructose, 

mannose, saccharose et maltose. Les sucres réducteurs (fructose et glucose) sont directement 

inclus dans le cycle de la glycolyse par contre, le saccharose et le maltose doivent être 

hydrolysés en sucres simples. Les substances carbonées sont soit assimilées ou fermentées par 

les Aspergillus (Pazouki et al., 2000). 
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Plusieurs études adaptées sur plusieurs décennies ont révélé que la source de carbone a un 

impact direct sur le rendement en acide citrique. Les monosaccharides et les disaccharides sont 

considérés comme la source de carbone préférée, car ils sont métabolisés plus rapidement par 

le champignon, ce qui se traduit par un rendement plus élevé (Mattey, 1992). En revanche, les 

polysaccharides ne conviennent pas comme matière première, car le processus de 

décomposition prend trop de temps pour atteindre le taux de catabolisme des sucres nécessaires 

à la production d'acide citrique. La lenteur de l'hydrolyse des polysaccharides est attribuée à 

une activité enzymatique réduite, qui influence le pH dans le milieu de fermentation (Hossain 

et al., 1984 ; Xu et al., 1989 ; Papagianni et al., 2005). Parmi les monosaccharides, le 

saccharose présente un rendement supérieur au glucose, au fructose et au lactose, par ordre 

décroissant (Angumeenal et Venkappayya, 2013). Cette supériorité du saccharose est 

attribuée à la présence d'une forte invertase extracellulaire liée au mycélium d'A. niger, qui 

hydrolyse rapidement le saccharose à faible pH (Kubicek-Pranz et al., 1990). 

La production économique de saccharose ou de glucose pur à grande échelle peut être difficile. 

Par conséquent, on utilise des sources de carbone à faible coût telles que la mélasse de canne à 

sucre et de betterave, qui sont des déchets provenant des raffineries de sucre. Étant donné que 

ces matières premières proviennent de différentes sources, un prétraitement peut être 

nécessaire. Les principaux contaminants sont généralement les cations, et les méthodes de 

prétraitement couramment utilisées incluent la précipitation à l'aide de ferrocyanure de 

potassium ou l'utilisation de résines échangeuses de cations (Angumeenal et Venkappayya, 

2003). 

La concentration de la source de carbone est également un facteur critique pour la production 

réussie d'acide citrique, tout aussi important que le type de source de carbone utilisée. La 

production d'acide citrique est directement liée à la concentration en sucre, de sorte que plus la 

concentration est élevée, plus la quantité d'acide citrique produite est importante (Xu et al., 

1989). Cependant, des études ont montré que la concentration maximale d'acide citrique peut 

être obtenue avec une concentration en sucre de 14 à 22 %. Une étude menée par Xu et al. 

(1989) utilisant différentes sources de sucre telles que le saccharose, le glucose, le fructose, le 

mannose et le maltose a montré que le rendement maximal était obtenu avec une concentration 

en sucre de 10 % (p/v), à l'exception du glucose, pour lequel un rendement maximal de 7,5 % 

(p/v) a été obtenu (Amenaghawon et Aisien, 2012). 

Pour répondre aux besoins de l'organisme microbien, le substrat doit contenir des proportions 

adéquates d'éléments minéraux. La fermentation citrique est fortement influencée par des 
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éléments tels que l’azote, le phosphore, le fer, le cuivre, le zinc, le manganèse et le magnésium. 

Les concentrations de ces oligoéléments dans le milieu de culture doivent être limitées (Zergat, 

1996).  

III.1.2. Source de phosphore  

En plus de l'azote et de la source de carbone, le phosphate s'est révélé être un facteur critique 

pour la production d'acide citrique (Shu et Johnson, 1948b). Cependant, l'ajout de phosphate 

n'a qu'un léger effet sur l'accumulation d'acide citrique et la croissance mycélienne (Hang et 

al., 1987). Kubicek et Röhr (1977) ont conclu que l'acide citrique s'accumule en présence d'une 

limitation en phosphate, même en l'absence de limitation d'azote. 

Une forte teneur en phosphore conduit à une élévation de la croissance cellulaire et une 

production faible en acide citrique (Papagianni, 2007). 

III.1.3.  Source de l'azote  

L’azote est un élément essentiel pour la croissance des microorganismes, y compris 

l’Aspergillus niger. Il est nécessaire à la synthèse des protéines, des acides nucléiques et d'autres 

composants cellulaires. La mélasse de canne à sucre contient des composés azotés tels que des 

acides aminés, des peptides, des protéines et des sels d'ammonium (Glusz et Ledakowicz, 

1999). 

La concentration d'azote a un effet significatif sur la production d'acide citrique, car l'azote fait 

partie intégrante des protéines cellulaires et est essentiel au métabolisme cellulaire (Ali et al., 

2002). Le type de source d'azote utilisée affecte à la fois la synthèse de l'acide citrique et la 

croissance du champignon. Le nitrate d'ammonium favorise une croissance végétative réduite, 

tandis que le sulfate d'ammonium favorise une période de croissance végétative plus longue. Il 

est nécessaire de limiter la concentration d'azote, car une concentration supérieure à 0,25 % 

entraîne l'accumulation d'acide oxalique, ce qui diminue le rendement en acide citrique (Gupta 

et al., 1975). Le sulfate d'ammonium est généralement le choix préféré en tant que sel d'azote, 

car il n'induit pas la production indésirable d'acide oxalique, tout en abaissant le pH du milieu 

au fur et à mesure de sa consommation (Nigam, 2009).  

III.1.4. pH du milieu de culture  

Le pH du milieu de fermentation subit des changements continus en raison des activités 

métaboliques microbiennes, principalement en raison de la sécrétion d'acides organiques tels 

que l'acide citrique, ainsi que des acides gluconique et oxalique indésirable Les espèces 

microbiennes telles que Aspergillus, Rhizopus et Penicillium sont capables de réduire 
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rapidement le pH en dessous de 3, tandis que d'autres champignons tels que Sporotrichum et 

Pleurotus maintiennent un pH plus stable entre 4 et 5 (Del Campo et al., 2006). Le pH du 

milieu de fermentation est particulièrement important pendant la phase de sporulation et de 

production. Lors de la germination, les spores absorbent l'ammoniac et libèrent des protons, ce 

qui augmente l'acidité du milieu et favorise la production d'acide citrique. À un pH bas d'environ 

moins de 2, la formation de produits indésirables tels que l'acide oxalique et gluconique est 

inhibée, et la possibilité de contamination par d'autres micro-organismes est également réduite, 

ce qui facilite la récupération de l'acide citrique (Max et al., 2010).  

III.1.5. Oligo-éléments  

L'acide citrique produit par l'Aspergillus niger est extrêmement sensible aux oligo-éléments 

(Fer, Cuivre, Zinc, Magnésium et Manganèse) (Allag et Saoudi, 2021). 

Des études ont montré que les ions métalliques divalents tels que le manganèse, le zinc, le 

cuivre, le magnésium et le fer ont des effets sur la production d'acide citrique (Käppeli et al., 

1978 ; Dronawat et al., 1995). Tomlinson et al. (1950) ont conclu que les concentrations 

optimales de fer et de zinc sont respectivement de 1,3 et 0,3 ppm. Ces auteurs ont également 

souligné l'importance du manganèse dans la fonction cellulaire, la sporulation et la production 

de métabolites secondaires, notamment la synthèse de la paroi cellulaire. Une carence en 

manganèse affecte l'anabolisme d'A. Niger, entraînant une concentration élevée d'ammonium à 

l'intérieur de la cellule. Une diminution de l'accumulation d'acide citrique a été observée en 

présence de concentrations élevées de fer, ainsi que des changements dans la croissance 

mycélienne (Mischak et al., 1985). Grewal et Kalra (1995) ont conclu qu'à des concentrations 

élevées de zinc, les champignons maintenaient leur croissance sans accumulation d'acide 

citrique (Drysdale & McKay, 1995). D'autres métaux traces tels que le nickel, le molybdène 

et le cobalt ont également été signalés comme ayant un impact sur l'accumulation d'acide 

citrique chez A. Niger (Habison et al., 1983). Il est crucial de prendre en compte 

l'interdépendance des composants du milieu, car elle joue un rôle essentiel dans la production 

d'acide citrique. Par conséquent, un contrôle rigoureux de ces oligo-éléments est nécessaire 

pour une production optimale d'acide citrique. 

III.1.6. Concentration d'alcools  

Moyer (1953) a été le premier à signaler l'effet des alcools sur la production d'acide citrique. Il 

a découvert que le méthanol avait un effet positif significatif sur la formation d'acide citrique à 

partir de différentes sources de carbone, notamment les sources de glucides bruts et le glucose 

commercial (Moyer, 1953). Il a également été conclu que la quantité optimale de 
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méthanol/éthanol nécessaire dépend de la composition du milieu et de la souche de micro-

organisme utilisée, généralement située entre 1 % et 3 %. 

Moyer (1953) a également étudié l'effet de l'éthanol sur l'accumulation d'acide citrique. Il a 

constaté que l'ajout d'éthanol doublait l'activité de la citrate synthétase, réduisait l'activité de 

l'aconitase de 75 % et augmentait légèrement les activités des autres enzymes du cycle de l'acide 

tricarboxylique (TCA). Ces effets de l'alcool entraînaient une augmentation de l'accumulation 

d'acide citrique, attribuée à la dégradation lente de l'acide citrique résultant de l'activité réduite 

de l'aconitase. En tant que source de carbone, l'éthanol augmentait également la disponibilité 

du carbone dans le cycle de l'acide citrique. Roukas et Harvey (1988) ont obtenu une 

production maximale d'acide citrique avec une concentration de méthanol de 2 %, tandis qu'une 

concentration supérieure entraînait une diminution de la production d'acide citrique. Il a été 

conclu que l'effet inducteur du méthanol était le résultat de son effet inhibiteur sur les ions 

métalliques (Kiel et al., 1981). Ces résultats soulignent la nécessité de limiter la quantité de 

méthanol pour une production optimale d'acide citrique. 

III.1.7. Aération  

La quantité d'oxygène fournie est un facteur critique dans la bioproduction d'acide citrique en 

raison de sa nature hautement aérobie (Grewal & Kalra, 1995). Des taux d'aération variables 

peuvent avoir des effets néfastes sur les performances et le rendement de la fermentation. À des 

taux d'aération élevés, la pression partielle du dioxyde de carbone dissous dans le milieu est 

réduite, ce qui peut affecter négativement la réaction catalysée par le pyruvate carboxylase. 

Cela peut entraîner des pertes de dioxyde de carbone, endommageant la biomasse finale et les 

concentrations de citrate (Angumeenal & Venkappayya, 2013). 

Cependant, il a été démontré que le dioxyde de carbone a un effet positif sur la synthèse de 

l'acide citrique (Vandenberghe et al., 1999). Une pression partielle élevée de dioxyde de 

carbone empêche la libération des spores des champignons filamenteux, ce qui améliore 

l'accumulation d'acide citrique. Cependant, des taux d'aération élevés peuvent entraîner un 

moussage excessif dans le milieu, nécessitant l'utilisation d'agents anti-mousse. Pour optimiser 

économiquement la production, il est recommandé d'augmenter progressivement le taux 

d'aération de manière uniforme dans le milieu avec une intensité similaire (Li et al., 2014). 

Des études ont montré que des interruptions d'aération prolongées pendant l'idiophase peuvent 

irréversiblement compromettre la capacité d'A. Niger à synthétiser et à accumuler de l'acide 

citrique, bien que la viabilité de l'organisme soit maintenue (Kubicek et al., 1980). 
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III.1.8. Autres facteurs  

D'autres facteurs qui ont des effets sur la production d'acide citrique comprennent les lipides 

tels que l'huile d'arachide (Millis et al., 1963 ; Kumar et Ethiraj, 1976 ; Souza et al., 2014) 

et le monofluoroacétate de sodium (Meixner-Monori et al., 1984). Millis et al. (1963) ont 

montré que les lipides améliorent le rendement en acide citrique sans affecter le poids sec du 

mycélium.  

Les sels minéraux sont des éléments indispensables pour la croissance et la multiplication des 

Aspergillus, leurs déficiences ou leurs excès ont des répercussions négatives sur la fermentation 

(Karaffa et Kubicek, 2003). Karim et al. (2010) ont étudié les effets du fluorure de calcium, 

du fluorure de sodium et du fluorure de potassium sur la production industrielle d'acide citrique.  
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I.1. Lieu et durée du stage 

Cette 'étude a été menée au laboratoire de traitement des eaux (laboratoire G 03) du département 

des sciences agronomiques de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques 

de l'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, sur une période d'un mois (du 28 mai au 30 

juin 2023). 

I.2. Objectif de l’étude  

L'objectif de cette étude est la production de l'acide citrique en utilisant A. niger comme souche 

microbienne sur différents substrats. Le premier substrat est la mélasse de canne à sucre, 

largement utilisée dans la production d'acide citrique, le deuxième substrat est le moût de dattes 

de la variété Mech-Degla, et enfin un mélange des deux substrats a taux équivalent nommé ici 

amalgame.  

Notre objectif aussi est de déterminer si les dattes de cette variété peuvent être une alternative 

viable à la mélasse de canne à sucre pour la production de l'acide citrique. De comparer les 

rendements de production. L'étude comprendra également le développement de procédés de 

prétraitement et de fermentation spécifiques à chaque substrat, visant à optimiser la conversion 

des sucres contenus dans les deux types de déchets en acide citrique. 

Et en fin de déterminer si les dattes Mech-Degla peuvent être utilisées comme une source 

alternative durable et économiquement viable pour la production d'acide citrique, offrant ainsi 

une solution de valorisation des déchets végétaux. 

 

I.3.  Matériel et méthodes  

 

I.3.1.  Matériel biologique et substrats utilisés 

Le matériel biologique utilisé est un champignon appartenant à la classe des Ascomycètes, plus 

précisément de l'espèce A. niger, fourni par le laboratoire de microbiologie du département de 

biochimie et microbiologie de la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques 

de l'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.  

La première biomasse utilisée dans le cadre de notre étude est une mélasse de canne à sucre, 

qui nous a été fournis par la raffinerie de sucre de la société ‘La Belle’ avec son rapport d'essai 

physico-chimique réalisé par le laboratoire de contrôle de qualité physico-chimique 

"SABRINNEL". Ce rapport nous a fourni des informations détaillées sur les paramètres 



 

Chapitre I                                                                                                   Matériel et méthodes 

 -27 - 

physico-chimiques de la mélasse de canne à sucre. Les données présentées dans le Tableau 4 

sont extraites de ce rapport et permettent de mieux comprendre la composition de la mélasse 

utilisée dans notre étude. Ces données sont importantes pour évaluer l'adéquation de la mélasse 

en tant que substrat dans la production d'acide citrique. 

Tableau 4 : Paramètres physico-chimiques de la mélasse 

Paramètres  Pourcentage (%) 

Pureté (teneur en sucre)  58 à 62 % 

Brix > 72 % 

pH 6,4 à 7 % 

Matière grasse  0,1 % 

Protéines  0 % 

Sels  0,09 % 

Fibre  0 % 

Calcium  20 % 

Magnésium  24 % 

Fer  0,004 %  

Matière sèche 77 % 

Matière organique 26,73 % 

Azote total 0,07 % 

 

Le deuxième substrat végétal utilisé est constitué de dattes, de la variété dure commune "Mech-

Degla", très répondue dans nos vergers phoenicicoles. La date est de couleur rouge orangé et 

devient beige clair à la maturité avec des nuances de marron. Son épicarpe est ridé, pas trop 

brillant et cassant. Le mésocarpe est un peu charnu, de consistance sèche, de couleur blanche 

et de texture farineuse (Belguedj M., 2001). 

La composition chimique et les caractéristiques physico-chimiques de la datte Mech-Degla sont 

exposés dans les tableaux ci-joints : 
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Tableau 5 : Composition chimiques de la datte Mech-degla (Chibane et al., 2007). 

Poids 

Total (g) 

Pulpe 

(g) 

Eau 

(%) 

Protéines 

(%) 

Lipides 

(%) 

Pectines 

(%) 

Sucres 

Totaux 

(%) 

Cendres 

(%) 

pH 

6,10 5,10 14,71 0,18 0,25 0,18 75 ,10 2 6,14 

 

Tableau 6 : Caractéristiques physico-chimiques de la datte Mech-Degla (Yefsah-Idres et al., 

2019). 

 
Teneur en eau (%) Taux de solides solubles 

Mech-Degla 12,07 ± 0,02 71,50 ± 0,29 

 

 

I.3.2. Appareils utilisés 

Les principaux appareils utilisés sont :  

• Agitateur pour une fermentation submergée de marque Retsch   220 V, 50 Hz, 25 W. 

• Une étuve pour une température constante à 30 C, de marque Wisd Thermo stable  

ON-32230 VAC, 50-60 Hz 

• Un autoclave pour la stérilisation des substrats et la verrerie utilisée,  

• Un pH mètre pour mesurer le taux d’acidité de marque Hanna instrument Type stylo   

HI98103 Checker® 

• Un réfractomètre pour mesurer le degré Brix ou les sucres totaux (REFRACTOMETRE 

A MAIN BRIX 0/10% EN 0,1%). 

 

I.3.3. Méthodes  

I.3.3.1. Repiquage de la souche d’Aspergillus niger 

Nous avons ensemencé l'échantillon de moisissure à la surface d'un milieu de culture Potato 

Dextrose agar (PDA) contenu dans 10 boites de pétri. Avant l'ensemencement, on additionne 

un antibiotique pour éviter la contamination bactérienne. Les boites sont ensuite mises à incuber 

à 30 °C pendant 7 jours.     
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I.3.3.2. Préparation du moût de dattes 

Le moût est un liquide sucré servant de matière première dans les industries de fermentation. 

Dans cette étude, nous avons utilisé le moût de datte comme substrat de fermentation. Pour sa 

préparation, nous avons procédé successivement à : 

► un lavage : qui se fait à l'eau de robinet. Il permet de débarrasser les dattes des poussières, 

du sable en diminuant éventuellement la charge microbienne. Le lavage est une opération 

nécessaire pour obtenir un produit de qualité hygiénique relative. 

► un égouttage : qui permet de débarrasser les dattes de l'eau de lavage. Il se fait à l'aide d'un 

tamis. 

► un dénoyautage : réalisé manuellement. Les pulpes de dattes sont ensuite découpées en petits 

morceaux. 

► une hydratation : les pulpes de datte sont immergées dans de l'eau distillée dont la 

température est de 80 °C, le tout est porté au bain marie pendant 60 minutes sous agitation 

continue (Zergat, 1996). En respectant le rapport (1/3) (kg/L) dattes/eau distillée 

(Acourene et al., 2008). 

► une filtration : effectuée à l'aide de compresses. Un pressurage permet d'extraire le maximum 

de jus et donc un maximum de sucres. 

► une stérilisation : réalisée à l'autoclave, à une température de 120 °C pendant 20 minutes. 

Ce traitement suffit pour éliminer la charge microbienne du moût et diminuer donc la 

compétition entre celle-ci et le champignon sans provoquer la dégradation et la caramélisation 

des sucres (Siboukeur et al, 2001). 

 

                      

                                                      

 

Figure 4 : Les étapes en photos de la préparation du Moût de dattes de la variété Mech-Degla 

(Original, 2023).
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I.3.3.3. Préparation de la mélasse 

► Nous avons préparé un mélange homogène de mélasse brute et d’eau distillée (Figure 9), 

selon des proportions bien déterminées dans le but d’obtenir une concentration en sucre désirée 

(un degré Brix de 15 %). 

►Stériliser le substrat à une température de 120 C pendant 20 min dans l’autoclave. 

► Refroidissement de la solution de substrat : refroidir la solution à une température de 30 C. 

 

 

Figure 5 : Mélasse de canne à sucre traité avec de l’eau distillé (Original, 2023). 

 

I.3.3.4. Préparation de l’inoculum 

La souche est ensemencée stérilement sur 10 boites de pétri contenant 10 ml de milieu PDA. 

Pour récupérer le maximum des spores. 

Après 7 jours d'incubation à 30 °C, des spores apparaissent à la surface du tapis mycélien 

(figure 10). Elles sont récupérées dans l'eau distillée stérile puis dénombrées grâce à la cellule 

de Malassez (Voir annexe 3 pour la méthode du dénombrement).  

 

Figure 6 : Culture d’A.niger sur milieu PDA (Original, 2023). 
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La suspension fongique est ensuite diluée de façon à obtenir une concentration de l'ordre de 

1.57×107 spores/mL. Cette concentration suffit pour inoculer 50 mL des substrats. 

 

 

I.3.3.5 Inoculation du milieu de fermentation 

On ensemence stérilement dans chaque béchers 100 mL de suspension : 

- 100 ml du moût de dattes avec 1.57 × 107 spores/mL d’A.Niger ; 

-100 ml de la mélasse avec 1.57 × 107spores/mL d’A.Niger ; 

-50 ml du moût de dattes + 50 ml de la mélasse avec 1.57× 107spores/mL d’A.Niger ; 

 

I.4. Fermentation 

La température de culture est un facteur important à prendre en compte.  A. niger peut être 

cultivé à une large plage de températures, allant de 20 °C à 45 °C, mais la température optimale 

de culture varie en fonction de l'objectif de la culture, en général, à des températures plus 

élevées, la croissance peut être plus rapide, mais cela peut également entraîner une diminution 

de la production de certains métabolites d'intérêt. D'autre part, à des températures plus basses, 

la croissance peut être plus lente, mais certains métabolites peuvent être produits en plus grande 

quantité (Frisvad et al., 2006). Une étude menée par Farhat et al., en (2014) a montré que la 

température optimale pour la croissance de l'Aspergillus niger se situe entre 30 et 37 °C. 

En ce qui concerne la quantité d'oxygène, l'Aspergillus niger est une espèce aérobie stricte, ce 

qui signifie qu'elle a besoin d'une quantité suffisante d'oxygène pour sa croissance (Kaur et 

Kapoor, 2018).  

La fermentation est réalisée en béchers. L'incubation a lieu dans une étuve sous agitation 

continue dont la température est réglée à 30 °C. 
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Figure 7 : Réalisation d’une fermentation submergée (Original, 2023). 

 

I.4.1. Suivi de la fermentation  

Des prélèvements se font tous les 2 jours pendant 14 jours avec une prise d'essai de 20 mL. Ces 

prélèvements serviront pour l'étude de la cinétique de production de l'acide citrique et la 

consommation de sucre par A. niger. 

L'évolution de la cinétique de production est contrôlée par la détermination de : 

• La teneur en sucres résiduels ; 

• L’évolution du pH ; 

 

A. Mesure du pH 

La détermination du pH, est essentielle pour le contrôle des deux substrats utilisés, avant et au 

cours de la fermentation. Sa variation, renseigne sur l’activité métabolique du champignon, 

donc sur la transformation des sucres en citrate. La détermination du pH s’effectue dans les 

conditions de la présente étude par une lecture directe à l’aide d’un pH-mètre préalablement 

Étuve 

Substrats en 

fermentation 

Agitateur 
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étalonné. Le pH est ajusté à 3,6 au milieu (jours 5-6) de la fermentation par une solution 

L'hydroxyde de sodium (NaOH). 

 

B. Mesure des sucres totaux 

Les sucres totaux sont mesurés à l'aide d'un réfractomètre. Cette analyse permet de quantifier 

la quantité totale de sucres présents dans les déférents substrats. Les sucres sont des composés 

essentiels pour la fermentation, car ils sont convertis en acide citrique par l'activité métabolique 

du champignon. 

I.5. Récupération de l’acide citrique 

La récupération de l’acide citrique à partir de la suspension se fait généralement par plusieurs 

méthodes telles que la précipitation ou extraction par solvant, car la cristallisation directe n’est 

pas possible à cause de la présence d’impuretés originaires des produits utilisés. Il est 

indispensable de réaliser une purification.  

L’extraction de l’acide citrique à partir des jus fermentés s’effectue selon le protocole suivant: 

séparation du mycélium par filtration, ajout de carbonate de calcium (CaCO3) au filtrant jusqu’à 

un pH de 5.8 pour former du citrate de calcium en solution, chauffage à 60°C et traitement avec 

l'acide sulfurique (H2SO4) pour former l'acide citrique, puis séparation de précipité (Sulfate de 

calcium CaSO4) par filtration en utilisant du papier filtre, décoloration au charbon actif et 

purification avec la résine échangeuse d’ion et enfin  la cristallisation. 

Dans notre étude, nous avons utilisé la méthode d'échange d'ions avec un système d'écoulement 

à contre-courant à lit mobile simulé. Nous avons optimisé les conditions expérimentales pour 

minimiser les dilutions de la solution d'acide citrique obtenue lors de l'élution en utilisant une 

quantité de résorbant de 100 ml de chaque suspension (Berovic et al., 2007). Cette quantité a 

été déterminée après des expérimentations approfondies visant à trouver la quantité optimale 

de résorbant pour maintenir l'efficacité de la séparation tout en évitant les dilutions excessives. 

Les résultats obtenus ont démontré que cette quantité de résorbant était suffisante pour notre 

système spécifique (Berovic et al., 2007)
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Figure 8 : Procédé d’extraction de l’acide citrique (Larpent Gourgard et 

Sanglier, 1995). 
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II.1 Caractéristiques physico-chimiques et biochimique des substrats 

Il est essentiel de caractériser les substrats (le moût de datte et la mélasse) afin d'assurer le 

succès de la fermentation, car le processus fermentaire est directement influencé par la 

composition du milieu de culture. Cette caractérisation implique l'évaluation des 

caractéristiques physico-chimiques telle que le pH, ainsi que des caractéristiques biochimiques 

telle que les sucres totaux. Les résultats de cette caractérisation sont regroupés dans le tableau 

08. 

Tableau 07 : Caractéristiques physico-chimiques et biochimiques des trois solutions mères 

(moût de dattes, la mélasse et l’amalgame). 

               Produits 

Mesures  

Moût de dattes Mélasse Amalgame 

(mélasse + Moût 

de dattes) 

Sucres totaux 14 % 15 % 15 % 

pH 4,8 5,4 5,2 

Il ressort du tableau ci-dessus que : 

Sucres totaux : 

o Le moût de dattes présente une teneur en sucres totaux de 14%. 

o La mélasse affiche une teneur en sucres totaux de 15%. 

o L'amalgame, qui est composé du mélange de moût de dattes et de mélasse, a 

également une teneur en sucres totaux de 15%. 

Cette analyse indique que toutes les solutions mères contiennent des quantités significatives de 

sucres. La teneur élevée en sucres totaux peut être attribuée à la présence naturelle de sucres 

dans les dattes et dans la mélasse. 

Potentiel Hydrogène : 

o Le moût de dattes à un pH de 4.8. 

o La mélasse a un pH de 5.4. 

o L’amalgame présente un pH de 5.2. 
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Ces valeurs de pH varient légèrement entre les différentes solutions mères. Les valeurs de pH 

légèrement acides (inférieures à 7) indiquent que les solutions sont légèrement acides. Cela peut 

être attribué à la présence d'acide citrique dans les dattes et la mélasse et/ou par l'augmentation 

de l'activité de l'eau dans les substrats ayant provoquée une activité microbienne et par 

conséquent une baisse du pH. 

Ces résultats mettent en évidence les concentrations de sucres totaux présents dans chaque 

substrat, ainsi que les valeurs de pH correspondantes. Les sucres totaux sont essentiels pour la 

fermentation, car ils servent de source de carbone pour l'A. niger dans sa production d'acide 

citrique. Le pH du milieu de culture joue également un rôle crucial dans l'activité de l'A. niger 

et l'efficacité de la production d'acide citrique. 

Dans notre étude, nous avons procédé à la caractérisation des propriétés physico-chimiques et 

biochimiques de trois substrats employés pour la production d'acide citrique par fermentation 

avec l'A. niger : le moût de datte, la mélasse et l'amalgame (une combinaison de moût de datte 

et de mélasse). 

II.1.1. Évolution du pH 

Le pH initial d'un milieu de fermentation doit être optimisé et défini en fonction du 

microorganisme, du substrat et de la technique de production. Le substrat et la technique de 

production influencent la cinétique du pH (Dashen et al., 2014). Le graphique ci-dessus 

représente l'évolution du pH pour le moût de dattes, la mélasse et l'amalgame au cours de la 

fermentation :    
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Figure 9 : Évolution du pH des substrats au cours de la fermentation. 
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On observe une diminution progressive du pH pour tous les substrats au fil des jours. Au départ, 

le pH est légèrement acide, avec des valeurs autour de 4,8 pour le moût de dattes, 5,4 pour la 

mélasse et 5,2 pour l'amalgame. L’étude de Bautista et al., (2019) a montré que le pH optimal 

pour la croissance de l'Aspergillus niger varie entre 3 et 6,5. 

Au fur et à mesure que les jours passent, le pH diminue de manière significative pour tous les 

substrats. On peut voir que le pH atteint des valeurs plus acides, avec une diminution plus 

prononcée entre les jours 2 et 4, où les valeurs de pH chutent rapidement. 

À partir du jour 6, les valeurs de pH semblent se stabiliser, avec de légères variations mais 

globalement maintenues à un niveau bas et constant. Cela peut indiquer un équilibre atteint dans 

les réactions chimiques et biochimiques en cours, ainsi qu'une influence limitée des facteurs 

externes sur le pH. 

L'analyse des résultats suggère que la fermentation des sucres présents dans le moût de dattes, 

la mélasse et l'amalgame conduit à une augmentation de l'acidité, comme le montre la 

diminution régulière du pH. Cette acidification peut être attribuée à la production d'acide 

citrique par l’, impliqué dans le processus de fermentation. 

Les résultats précédemment mentionnés démontrent la variation du pH dans chaque milieu de 

fermentation au fil du temps. On observe une diminution progressive du pH dans tous les 

milieux, indiquant une acidification du milieu de culture. Au 6ème jour, une baisse plus marquée 

du pH est constatée, atteignant environ 2.7 dans le moût de datte et 2.8 dans la mélasse et 

l'amalgame, attribuable à l'activité métabolique de l'A. niger qui produit de l'acide citrique. 

Il est essentiel de noter que le pH a été ajusté au 6ème jour en utilisant une solution de NaOH 

afin de maintenir un pH optimal pour la croissance de l'A. niger et la production d'acide citrique. 

Ce réglage permet de favoriser l'activité enzymatique de l'A. niger et de créer des conditions 

propices à la production d'acide citrique en ramenant les valeurs de pH à environ 3,6.  

La régulation du pH joue un rôle crucial dans la fermentation car elle influence fortement les 

enzymes et la croissance des microorganismes selon les conditions du milieu. Un pH adéquat 

permet d'optimiser les processus métaboliques, favorisant ainsi la production d'acide citrique. 

Le pH du moût de datte étudié dans cette recherche a été mesuré à 4.8, indiquant une légère 

acidité par rapport à d'autres études antérieures, telles que celles rapportées par Zergat (1996) 
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et Benahmed Djilali et al., (2010) (tableau IV, Annexe 2), qui ont obtenu respectivement des 

valeurs de pH de 5.31 et 5.8. 

Cette différence de pH peut s'expliquer par une augmentation de l'activité de l'eau dans le moût 

de datte, favorisant ainsi une activité microbienne plus intense et entraînant une baisse du pH. 

Il convient de souligner que l'évolution du pH observée dans les différents milieux de 

fermentation (moût de datte, mélasse et amalgame) démontre une diminution progressive. Au 

6ème jour, le pH a été ajusté en utilisant une solution de NaOH, maintenant ainsi des conditions 

favorables à l'activité de l'A. niger et à la production d'acide citrique, en accord avec les travaux 

de Kessas et al. (2012). 

Le pH du milieu de fermentation subit des changements continus en raison des activités 

métaboliques microbiennes, principalement en raison de la sécrétion d'acides organiques (tels 

que l'acide citrique, ainsi que des acides gluconique et oxalique indésirable). Les espèces 

microbiennes telles que Aspergillus, Rhizopus et Penicillium sont capables de réduire 

rapidement le pH en dessous de 3, tandis que d'autres champignons tels que Sporotrichum et 

Pleurotus maintiennent un pH plus stable entre 4 et 5 (Del Campo et al., 2006). Le pH du 

milieu de fermentation est particulièrement important pendant la phase de sporulation et de 

production. Lors de la germination, les spores absorbent l'ammoniac et libèrent des protons, ce 

qui augmente l'acidité du milieu et favorise la production d'acide citrique. À un pH bas (moins 

de 2), la formation de produits indésirables tels que l'acide oxalique et gluconique est inhibée, 

et la possibilité de contamination par d'autres micro-organismes est également réduite, ce qui 

facilite la récupération de l'acide citrique (Max et al., 2010).  

En résumé, cette étude révèle une diminution progressive du pH dans les milieux de 

fermentation, avec un ajustement effectué au 6ème jour à l'aide d'une solution de NaOH. Cela 

contribue à maintenir des conditions propices à l'activité de l'A. niger et à la production d'acide 

citrique, malgré de légères différences de pH par rapport aux résultats antérieurs rapportés dans 

la littérature scientifique. 

II.1.2.  Évolution des sucres totaux 

Généralement, la concentration en sucres dans les deux milieux diminue progressivement au 

cours de la fermentation. Le graphique suivant représentant les mesures (en degré Brix) des 

sucres totaux pour le moût de datte, la mélasse et l'amalgame aux différents jours de la 

fermentation :  
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La figure 9 représente l'évolution des sucres totaux pour chaque type de substrat (moût de dattes, 

mélasse et amalgame) au fil des jours. 

On observe une diminution régulière des sucres totaux pour tous les substrats au cours de la 

période de mesure. Au départ, les sucres totaux sont relativement élevés, avec des valeurs de 

14% pour le moût de dattes, 15 % pour la mélasse et 15 % pour l'amalgame. 

Cependant, au fur et à mesure que les jours passent, les valeurs des sucres totaux diminuent 

progressivement pour tous les substrats. Cette diminution peut être attribuée à la consommation 

des sucres par l’A. niger présent dans les solutions. 

La diminution des sucres totaux indique que les sucres sont métabolisés par le micro-organisme 

lors du processus de fermentation. Les sucres sont convertis en acide citrique.   

Ces concentrations de sucres totaux constituent une source de carbone essentielle pour la 

croissance de l'A. niger et la production d'acide citrique. Il est intéressant de noter que les 

concentrations de sucres totaux dans la mélasse et l'amalgame sont légèrement supérieures à 

celle du moût de datte. 

Étant un organisme hétérotrophe dépourvu de chlorophylle, l'A. niger est incapable de réaliser 

ses propres synthèses et dépend donc de sources externes de carbone pour son développement 

normal. 

La concentration en nutriments est également un facteur important pour la croissance de 

l'Aspergillus niger. Plusieurs études ont montré que sa croissance est favorisée par la présence

Figure 10 : Évolution de l'assimilation des sucres au cours de la fermentation. 
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de sources de carbone telles que le glucose et le saccharose (Alvarez et al., 2018 ; Aslam et 

al., 2020). 

Plusieurs études adaptées sur plusieurs décennies ont révélé que la source de carbone a un 

impact direct sur le rendement en acide citrique. Les monosaccharides et les disaccharides sont 

considérés comme la source de carbone préférée, car ils sont métabolisés plus rapidement par 

le champignon, ce qui se traduit par un rendement plus élevé (Mattey, 1992). En revanche, les 

polysaccharides ne conviennent pas comme matière première, car le processus de 

décomposition prend trop de temps pour atteindre le taux de catabolisme des sucres nécessaires 

à la production d'acide citrique. La lenteur de l'hydrolyse des polysaccharides est attribuée à 

une activité enzymatique réduite, qui influence le pH dans le milieu de fermentation (Hossain 

et al., 1984 ; Xu et al., 1989 ; Papagianni et al., 2005). Parmi les monosaccharides, le 

saccharose présente un rendement supérieur au glucose, au fructose et au lactose, par ordre 

décroissant (Angumeenal et Venkappayya, 2013). Cette supériorité du saccharose est 

attribuée à la présence d'une forte invertase extracellulaire liée au mycélium d'A. niger, qui 

hydrolyse rapidement le saccharose à faible pH (Kubicek-Pranz et al., 1990). 

La production économique de saccharose ou de glucose pur à grande échelle peut être difficile. 

Par conséquent, on utilise des sources de carbone à faible coût telles que la mélasse de canne à 

sucre et de betterave, qui sont des déchets provenant des raffineries de sucre. Étant donné que 

ces matières premières proviennent de différentes sources, un prétraitement peut être 

nécessaire. Les principaux contaminants sont généralement les cations, et les méthodes de 

prétraitement couramment utilisées incluent la précipitation à l'aide de ferrocyanure de 

potassium ou l'utilisation de résines échangeuses de cations (Angumeenal et Venkappayya, 

2003). 

La concentration de la source de carbone est également un facteur critique pour la production 

réussie d'acide citrique, tout aussi important que le type de source de carbone utilisée. La 

production d'acide citrique est directement liée à la concentration en sucre, de sorte que plus la 

concentration est élevée, plus la quantité d'acide citrique produite est importante (Xu et al., 

1989). Cependant, des études ont montré que la concentration maximale d'acide citrique peut 

être obtenue avec une concentration en sucre de 14 à 22 %. Une étude menée par Xu et al. 

(1989) utilisant différentes sources de sucre telles que le saccharose, le glucose, le fructose, le 

mannose et le maltose a montré que le rendement maximal était obtenu avec une concentration 

en sucre de 10 % (p/v), à l'exception du glucose, pour lequel un rendement maximal de 7,5 % 

(p/v) a été obtenu (Amenaghawon et Aisien, 2012). 
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Selon les études de (Porges, 1932 in Hossain et al., 1984 in Zergaat, 1996), une concentration 

en saccharose comprise entre 14 % et 20 % est nécessaire pour atteindre le rendement maximal 

en acide citrique. Dans notre cas, nous avons travaillé avec une concentration en sucres totaux 

d'environ 14-15 %. 

La fermentation citrique est favorisée par une augmentation du taux de sucre, du moins jusqu'à 

20 %. Au-delà de cette valeur, la conversion du sucre commence à diminuer. Pour les faibles 

concentrations de sucre, une augmentation de la concentration a un effet bénéfique sur la 

production d'acide citrique. Ainsi, il semble qu'au-delà d'une concentration initiale de 20 %, il 

se produise une perturbation métabolique qui se traduit probablement par une inhibition des 

enzymes (Kessas et al., 2012). 

Nous n'avons pas réalisé la détermination des teneurs en oligoéléments minéraux dans les dattes 

et leur moût en raison d'un manque de ressources. Nous nous sommes référés aux résultats 

fournis par Boughnou (1988) in Zergat (1996), qui travaillait sur le jus de déchets de dattes, 

ainsi qu'aux travaux de Saddek et Faouzi (1993) sur le jus de cinq variétés de dattes (tableau I 

et tableau II, Annexe 1), et au rapport d'essai physico-chimique de la mélasse réalisé par le 

laboratoire de contrôle de qualité 'SABRINNEL' (tableau III, Annexe 2). 

Les milieux industriels tels que la mélasse sont généralement riches en azote, tandis que les 

milieux de laboratoire nécessitent souvent l'ajout de sels d'ammonium en tant que suppléments 

(Gupta et al., 1975). Une concentration élevée en azote augmente la consommation de sucre et 

la croissance du champignon, tout en réduisant la quantité d'acide citrique produite (Hang et 

al., 1977). Kristiansen et Sinclair (1979) ont également découvert que la limitation de l'azote 

est nécessaire pour obtenir un bon rendement en acide citrique dans un système continu. 

Le rendement maximal en acide citrique dans un fermenteur agité à l'échelle du laboratoire a 

été atteint avec une concentration de nitrate d'ammonium maintenue à 0,2 % (Ali et al., 2002a). 

Une étude réalisée par Kareem et al. (2010) a complété le milieu de fermentation contenant 

des déchets d'ananas avec 0,25 % (p/v) de méthanol, ce qui a entraîné une augmentation de 17,6 

% de la production d'acide citrique. Cette augmentation était également accompagnée d'une 

augmentation de la biomasse. Des variations supplémentaires de la concentration ont conduit à 

des perturbations de la croissance fongique et à une production plus faible d'acide citrique. 

Pour favoriser la croissance fongique et la production d'acide citrique, une concentration de 

phosphate de 0,5 à 5 g/L est nécessaire selon Shu et Johnson (1948) ; et il est essentiel d'avoir 

une concentration de phosphore inférieure à 2.5 g/L afin d'éviter la synthèse d'acide oxalique et 

gluconique selon Zergat (1996). Les concentrations de phosphore dans le moût varient de 4.92 
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à 7.93 mg/100 mL, tandis que la mélasse présente une concentration de 0.17 g/kg et restent dans 

les bonnes conditions de la production de l’AC. 

En ce qui concerne le fer, sa concentration varie de 0.01 à 0.20 mg/100 mL dans le moût de 

datte (Zergat, 1996) et de 0.004 % dans la mélasse. Les concentrations de magnésium, de zinc 

et de cuivre dans le moût de datte sont respectivement de l'ordre de 0.14 à 17 mg/100 mL, de 

1.06 à 1.1 mg/100 mL et de 0.039 à 0.131 mg/100 mL. Il convient de noter que le cuivre est 

absent dans la mélasse, tandis que la concentration de zinc est de 0.04 mg/100 g et celle de 

magnésium de 0.24 g/100 g. Les valeurs mentionnées fournissent une estimation de la 

composition en oligoéléments des substrats, lesquels jouent un rôle important dans la 

fermentation citrique. 

Selon Tsay et To (1987) cités par Zergat (1996), la production d'acide citrique est maximale 

avec une concentration de fer (Fe2+) comprise entre 0.1 et 2 mg/L.  

D’autres études ont montré aussi que les ions métalliques divalents tels que le manganèse, le 

zinc, le cuivre, le magnésium et le fer ont des effets sur la production d'acide citrique (Käppeli 

et al., 1978 ; Dronawat et al., 1995). D'après les travaux de Word et Suzuki (1976) cités par 

Zergat (1996), une concentration de zinc d'environ 0.013 mg/100 g favorise la phase de 

croissance, tandis qu'une faible concentration inférieure à 0.006 mg/100 g limite l'augmentation 

de la biomasse et entraîne la transition vers la phase d'accumulation d'acide citrique. Le 

magnésium et le fer sont des métaux essentiels pour l'utilisation des sucres et la surproduction 

d'acide citrique par l'A. niger (Benyahia, 1992). 

Tomlinson et al. (1950) ont conclu que les concentrations optimales de fer et de zinc sont 

respectivement de 1,3 et 0,3 ppm. Ces auteurs ont également souligné l'importance du 

manganèse dans la fonction cellulaire, la sporulation et la production de métabolites 

secondaires, notamment la synthèse de la paroi cellulaire. Une carence en manganèse affecte 

l'anabolisme d'A. Niger, entraînant une concentration élevée d'ammonium à l'intérieur de la 

cellule. Une diminution de l'accumulation d'acide citrique a été observée en présence de 

concentrations élevées de fer, ainsi que des changements dans la croissance mycélienne 

(Mischak et al., 1985). Grewal et Kalra (1995) ont conclu qu'à des concentrations élevées de 

zinc, les champignons maintenaient leur croissance sans accumulation d'acide citrique 

(Drysdale & McKay, 1995). 
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Les données relatives aux oligoéléments présents dans les substrats, ainsi que les 

recommandations pour une fermentation citrique réussie, indiquent que les concentrations 

observées sont appropriées pour une fermentation optimale. 

D'autres métaux traces tels que le nickel, le molybdène et le cobalt ont également été signalés 

comme ayant un impact sur l'accumulation d'acide citrique chez A. Niger (Habison et al., 

1983). Il est crucial de prendre en compte l'interdépendance des composants du milieu, car elle 

joue un rôle essentiel dans la production d'acide citrique. Par conséquent, un contrôle rigoureux 

de ces oligo-éléments est nécessaire pour une production optimale d'acide citrique. 

II.1.3. Production de l’acide citrique  

Le tableau ci-joint présente les rendements d'acide citrique obtenus pour chaque milieu de 

fermentation : 

Tableau 08 : Quantité de l'acide citrique pour chaque milieu de fermentation 

Milieux Moût de dattes Mélasse Amalgame 

Quantité de 

l’AC (g/L) 

81,5 85.5 87,64 

 

L'amalgame (combinaison de moût de dattes et de mélasse) présente le rendement le plus élevé 

en termes de production d'acide citrique, avec 87,64 g/L. Cela indique que la combinaison de 

ces deux substrats favorise une meilleure production d'acide citrique. 

Le milieu de fermentation à base de mélasse obtient le deuxième meilleur rendement avec 85,5 

g/L, tandis que le milieu de fermentation à base de moût de dattes obtient le rendement le plus 

faible avec 81,5 g/L. 

Les résultats suggèrent que l'utilisation d'un mélange de moût de dattes et de mélasse 

(amalgame) permet d'obtenir des rendements plus élevés en termes de production d'acide 

citrique par rapport à l'utilisation de chaque substrat individuellement. 

Les résultats obtenus dans notre étude mettent en évidence des rendements significatifs de 

production d'acide citrique dans chaque milieu de fermentation. Cependant, il convient de noter 

qu'il existe des variations entre nos résultats et ceux des études antérieures. Ces différences 

peuvent être expliquées par divers facteurs tels que les conditions expérimentales, les souches 
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spécifiques d'A. niger utilisées, les procédures expérimentales spécifiques et les caractéristiques 

chimiques des substrats. 

Les conditions expérimentales peuvent varier d'une étude à l'autre, ce qui peut influencer la 

croissance de l'A. niger et la production d'acide citrique. Des paramètres tels que la température, 

le pH, le temps de fermentation et la concentration en nutriments sont des variables importantes 

à prendre en compte. Les différences dans ces paramètres peuvent contribuer à la variation des 

rendements d'acide citrique entre les études. 

Il est également essentiel de considérer les souches spécifiques d'A. niger utilisées dans chaque 

étude. Différentes souches peuvent présenter des capacités métaboliques distinctes, ce qui peut 

influencer la production d'acide citrique. Les souches sélectionnées pour notre étude peuvent 

différer de celles utilisées dans d'autres travaux, ce qui peut expliquer les variations de 

rendement observées. 

Par ailleurs, les procédures expérimentales spécifiques adoptées dans chaque étude peuvent 

également contribuer aux différences de résultats. Par exemple, l'utilisation d'un prétraitement 

tel que l'hexacyanoferrate de potassium dans une étude antérieure peut favoriser la production 

d'acide citrique en éliminant les ions de fer en excès. De telles procédures peuvent améliorer 

les conditions de fermentation et entraîner des rendements plus élevés. 

En ce qui concerne l'étude menée par Briki et Zitouni (2013), qui ont utilisé le moût de datte 

de la variété "Ghars" et a obtenu un rendement de 92 g/L d'acide citrique, nos résultats pour le 

moût de datte (81.5 g/L) sont comparables. Cependant, il est important de noter que différentes 

variétés de dattes peuvent présenter des compositions chimiques variables, ce qui peut 

influencer les rendements d'acide citrique. Ainsi, les différences de rendement entre notre étude 

et celle de Briki et Zitouni (2013) peuvent être attribuées à des variations dans les propriétés 

chimiques et les compositions spécifiques des variétés de dattes utilisées. 

En résumé, les résultats de notre étude démontrent une production significative d'acide citrique 

dans chaque milieu de fermentation. Les divergences observées par rapport aux études 

antérieures peuvent être attribuées à des facteurs tels que les conditions expérimentales, les 

souches d'A. niger utilisées, les procédures expérimentales spécifiques et les caractéristiques 

chimiques des substrats. Pour obtenir des rendements d'acide citrique plus élevés et plus 

constants, il est nécessaire de poursuivre la recherche en optimisant les conditions de 

fermentation, en sélectionnant les souches appropriées et en comprenant les propriétés 

spécifiques des substrats utilisés. Quels que soient les résultats obtenus, il convient de souligner 
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que notre méthode présente un avantage économique considérable en raison de son coût de 

production réduit. 

L'utilisation de l'amalgame, qui est un mélange de moût de dattes et de mélasse, se révèle 

particulièrement intéressante pour la production d'acide citrique en raison de son avantage 

économique significatif. En combinant ces deux substrats, nous obtenons un milieu de 

fermentation qui présente des caractéristiques optimales pour la croissance de l'A. niger et la 

production d'acide citrique, tout en étant plus économiquement viable par rapport à l'utilisation 

de substrats individuels. 

L'amalgame offre des avantages économiques notables. Premièrement, le moût de dattes et la 

mélasse sont souvent disponibles à des coûts réduits, voire considérés comme des sous-produits 

ou des déchets de l'industrie agroalimentaire. En combinant ces deux substrats, nous 

maximisons l'utilisation des ressources existantes et réduisons les coûts liés à 

l'approvisionnement en matières premières. Cela permet d'optimiser la rentabilité du processus 

de production d'acide citrique. 

De plus, l'amalgame présente une composition équilibrée en termes de nutriments et de sucres, 

ce qui favorise la croissance de l'A. niger et la production d'acide citrique. En combinant les 

propriétés bénéfiques du moût de dattes, riche en nutriments, et de la mélasse, riche en sucres, 

nous créons un milieu de fermentation idéal pour l'activité de l'. Cela se traduit par des 

rendements satisfaisants en acide citrique, tout en minimisant les coûts associés à l'utilisation 

de substrats plus complexes ou spécifiques. 

Enfin, l'utilisation de l'amalgame offre une flexibilité dans le processus de fermentation. Les 

proportions du moût de dattes et de la mélasse peuvent être ajustées en fonction des besoins 

spécifiques de la production d'acide citrique, ce qui permet d'optimiser les conditions de 

fermentation et d'obtenir des rendements supérieurs. Cette adaptabilité du substrat contribue à 

l'efficacité globale du processus de production, offrant la possibilité d'optimiser les ressources 

et les résultats. 

L'utilisation de l'amalgame comme substrat pour la production d'acide citrique présente un 

avantage économique indéniable. En combinant le moût de dattes et la mélasse, nous créons un 

milieu de fermentation équilibré, efficace et économiquement avantageux pour la croissance de 

l'A. niger et la production d'acide citrique. Cette approche nous permet d'optimiser les 

ressources, de réduire les coûts et d'obtenir des rendements satisfaisants, faisant de l'amalgame 

un choix convaincant sur le plan économique. 
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L'objet de cette étude consistait à comparer diverses combinaisons de substrats, incluant le moût 

de dattes, la mélasse et l'amalgame, pour la production d'acide citrique par A. niger. Les résultats 

obtenus ont permis d'évaluer les performances de chaque substrat en termes de rendement de 

production, d'évolution du pH, de taux de sucres totaux et de quantité d'acide citrique générée. 

L'évolution du pH au cours de la fermentation a manifesté une diminution pour chaque 

formulation, imputable à l'activité métabolique de l'A. niger et à la production d'acide citrique. 

De plus, les taux de sucres totaux ont graduellement décru dans chaque composition, signifiant 

leur utilisation par l'A. niger durant la fermentation. 

Les mesures des quantités d'acide citrique produites pour chaque substrat ont révélé des valeurs 

de 81.5 g/L pour le moût de dattes, 85.5 g/L pour la mélasse et 87.64 g/L pour l'amalgame. Ces 

constats mettent en évidence l'avantage économique incontestable de l'amalgame, fusionnant le 

moût de dattes et la mélasse, en termes de production d'acide citrique. L'amalgame a manifesté 

les meilleurs rendements parmi les diverses combinaisons expérimentées. 

L'utilisation de l'amalgame associant le moût de dattes et la mélasse présente des perspectives 

prometteuses pour la production d'acide citrique. Cette approche optimise l'utilisation des 

ressources locales, réduit les coûts de production et génère des rendements satisfaisants. De 

plus, elle valorise les dattes impropres à la consommation directe et ouvre de nouvelles 

perspectives pour l'industrie de l'acide citrique en Algérie. 

Afin d'améliorer davantage ces résultats, des recherches complémentaires pourraient être 

entreprises. L'optimisation des conditions de fermentation, l'exploration de diverses 

combinaisons de substrats et l'étude des mécanismes moléculaires sous-jacents de la production 

d'acide citrique par A. niger s'avéreraient opportunes. Ces efforts pourraient induire des 

améliorations notables dans la production et une meilleure compréhension des processus 

impliqués. Il conviendrait également d'évaluer les conséquences environnementales de cette 

approche, notamment en termes de consommation d'eau, d'émissions de gaz à effet de serre et 

d'impact sur les écosystèmes locaux. 

Pour résumer, les résultats obtenus démontrent l'efficacité de l'amalgame à base de moût de 

dattes et de mélasse, ouvrant des perspectives prometteuses pour l'industrie de l'acide citrique 

en Algérie, tant d'un point de vue économique que de durabilité environnementale. Elle permet 

une exploitation optimale des ressources locales et la valorisation des sous-produits 

alimentaires, contribuant ainsi au développement de l'industrie locale. 
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Tableau -I- composition minérale du jus de déchets de datte (Boughnou, 1988) in 

(Zergat1996) 

 

Constituants Quantités : mg/100ml de jus 

Phosphore 4,92 

Potassium 1,07 

Magnésium 0,14 

Fer 0,016 

Manganèse 0,010 

Calcium 0,60 

 

 
Tableau-II- composition minérale des jus de cinq variétés de dattes en mg/100ml 

(Saddek et Faouzi, 1993) 

 

 

 Variétés 

Composés DN SL MD GH TH 

Magnésium 22 17 17 14 14 

Phosphore 6,92 10,94 7,93 19,59 14,94 

Fer 0,22 0,177 0,20 0,32 0,24 

Manganèse 0,075 0,038 0,099 0,057 0,052 

Cuivre 0,148 0,064 0,134 0,074 0,039 

Zinc 1,06 2,92 1,10 3,31 3,59 
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Tableau -III- Caractéristiques physico-chimiques de la mélasse de cane a sucre utilisé 

 (Ourihane ; 2016) 

 

 

 

 Tableau -IV- Paramètres physico-chimiques des dattes variétés Ghars et Mech-degla 

(Benahmed Djilali et al., 2010) 

 

 

PARAMÈTRES 

ANALYTIQUES 

RECHERCHÉS  

RÉSULTATS  MÉTHODES  UNITÉ  

Matière sèche  77 Étuvage  % 

Matière organique 26,73 Incinération % 

Phosphore 0,17 Spectrophotométrique g/kg 

Azote total  

(azote Kjeldahl) 

0,07 Kjeldahl  % 

Potassium 0,019 Spectro à flamme g/100g 

Calcium 14,34 SAA g/100g 

Magnésium  0,24 SAA g/100g 

Zinc 0,04 SAA mg/100g 

Sélénium 0,00 SAA mg/100g 

Plomb 0,00 SAA mg/100g 

Nikel 0,00 SAA mg/100g 

Mercure 0,00 SAA mg/100g 

Cuivre 0,00 SAA mg/100g 

Chrome 0,00 SAA mg/100g 

Cadmium 0,00 SAA mg/100g 

Arsenic 0,00 SAA mg/100g 

Paramètres Physico-chimiques  Variétés 

Ghars Mech-Degla 

pH à 22C 6,00±0,05 5,59±0,04 

Humidité (%) 16,73±0,62 14,09±0,16 

Taux de cendre (%) 1,84±0,40 1,82±0,06 

Acidité titrable (g d’acide citrique pour 

100g de produit) 

1,84±0,40 0,13±0,01 

Teneur en protéines (%) 2,66 2,76 

Teneur en polyphénols totaux (%) EAG 

ou mg pour 100g de MF) 

0,75±0,041 1,8±0,038 
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Procédé de comptage par la cellule de Malassez 

 
La cellule de Malassez possède un quadrillage spécifique comportant 100 rectangles : 

 
Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 rectangles qui sont divisés en 20 petits carrés 

afin de faciliter le comptage. 

• Le volume correspondant au quadrillage total est égal à 1 mm3 = 10-6 dm3
 

 

• Chaque rectangle correspond à un volume 100 fois plus faible, soit 0,01 mm3 = 10-8 dm 3 

 
1. Remplissage de la cellule de numération 

 
- Humecter les deux plateaux latéraux. Faire adhérer parfaitement la lamelle aux plateaux 

latéraux : pour cela placer la lamelle sur ces plateaux, puis à l’aide des pouces posés sur la 

lamelle, exercer une pression sur la lamelle tout en pratiquant un mouvement de va et vient 

jusqu’à perception d’une résistance. 

 
- Placer la cellule de comptage sur une surface plane. Homogénéiser la suspension 

cellulaire, et prélever celle-ci à l’aide d’une pipette Pasteur. Remplir la chambre de comptage 

par capillarité, en plaçant la pointe de la pipette légèrement inclinée près de la lamelle sur la 

plate-forme centrale quadrillée. 

-Le remplissage doit être fait en une seule fois, sans bulles d’air, et sans faire déborder le 

liquide dans les rigoles. Laisser sédimenter les cellules sur le quadrillage quelques minutes, et 

passer à la numération. 

- Après utilisation, la lame porte-objet et la lamelle planée sont immergées dans un bain 

d’eau de Javel pendant 5 minutes, puis sont rincées avec de l’eau distillée et essuyées avec du 

papier (sans frotter, en particulier au niveau du quadrillage). 

2. Numération 

 

• Observer à l’objectif x10 pour repérer la position du quadrillage, et vérifier l’homogénéité 

de la réparation des cellules à compter (si la répartition est mauvaise, recommencer). 

• Observer ensuite à l’objectif x40 pour réaliser le comptage (1 rectangle par champ). 

 
• Compter les cellules contenues dans 4, 10, 20 ou dans la totalité des 100 rectangles du 

quadrillage. 
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Remarque : pour les cellules chevauchant les lignes de quadrillage, compter seulement celles 

qui chevauchent 2 arêtes du rectangle sur 4 (en pratique, on choisit de prendre en compte les 

cellules chevauchant la ligne horizontale supérieure, et la ligne verticale droite). 

 
3. Calcul de la concentration cellulaire 

 
Après avoir effectué la manipulation, on calcule la concentration cellulaire de la suspension 

de cellules étudiée. Soient : -n : nombre de cellules comptées. 

-V : volume de comptage. 

 
-f : facteur de dilution. 

 
-N : nombre de cellules par litres. 

 
Si on a n cellules dans V litres, alors on a N cellules dans un litre : 

 

N x V = n x 1 → N= n / V 

 
Si la solution avait été diluée : N = (n / V) x f 

 

 

                                                           Tableau -V- : Appareils utilisés 

 

Appareil Référence  

Etuve Wisd 

Thermo stable ON-32 

230 VAC, 50-60 Hz 

Bain-marie Memmert 

Typ W350T, F-Nr 020014, 50Hz,  

Nenntemp 100C 

Agitateur magnétique Retsch  

 220 V, 50 Hz, 25 W. 

Balance de précision  Mettler Toledo  

XPR204S 

pH mètre  Hanna instrument Type stylo  

HI98103 Checker® 

 

Four a moufle J.P. SELECTA, s.a. 2000994 

230VAC, 50-60Hz 
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                                                    Préparation du milieu PDA  

 

 

 

Voici le protocole utilisé pour la préparation de milieu de culture pour la croissance de 

L’Aspergillus Niger : 

 

Constituants : 

 

- 200 g de Pomme de terre ; 

 

- 15 g de Dextrose ou de sucre blanc de cannes ; - 20 g d'agar - agar, gélose ou de gélatine ; 

 

- 1 litre d'eau distillée. 

 

Préparation : 

 

    1. Dissoudre 20g d'agar-agar dans 300 ml d'eau distillée, homogénéiser la solution. 

 

    2. Peser 200g de pomme de terre, éplucher la pomme de terre, mélanger 200g de pomme de 

terre bien découpé avec 300 ml d'eau distillée, 

 

Bouillir à 100° C pendant 20 à 25 minutes, ensuite recueillir l'eau de la pomme de terre environ 

300 ml. 

 

    3. Le 300 ml de l'eau venant de la pomme de terre est mélangé à 300 ml de la solution agar - 

agar. 

 

    4. Ajuster ensuite le volume du mélange au moyen de l'eau distillée jusqu'à 1000 ml. 

 

    5. Auto - claver le mélange à la température de 125° C, la pression de 1,4 bar pendant 15 

minutes. 

 

    6. Sous hotte à flux laminaire, couler la solution obtenue sur des boîtes de Pétri. 

 

    7. Laisser sécher pendant 24 à 48 heures55. 

 

En présence de PDA de synthèse, la procédure devient simple, car il suffit de : 

 

    1. Prendre 39 gr de PDA de synthèse, 

 

    2. Le mélanger à 1 l d'eau distillée, 

 

    3. Secouer doucement jusqu'à obtenir un mélange homogène,
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   4. Auto - claver sous une pression de 1,4 bar à la température de 125°C durant 15 minutes, 

   5. Laisser refroidir un peu sous la hotte, puis couler la solution sur les boîtes de Pétri, 

 

 6. Laisser sécher pendant 24 à 48 heures. 



Résumé : 

Ce mémoire examine l'utilisation de différents substrats, tels que le Moût de dattes, la Mélasse 

et leur combinaison, dans la fermentation pour produire de l'acide citrique en utilisant 

l'Aspergillus niger. L'objectif est de valoriser les ressources locales et de proposer une 

alternative économiquement avantageuse aux substrats importés pour l'industrie de l'acide 

citrique. Les résultats démontrent que l'utilisation de l'Amalgame, composé de Moût de dattes 

et de Mélasse, permet d'obtenir des rendements satisfaisants, avec des quantités respectives de 

81,5 g/l, 85,5 g/l et 87,64 g/l. Cette approche présente des avantages économiques en optimisant 

l'utilisation des ressources locales et en réduisant les coûts de production. En conclusion, 

l'utilisation de l'Amalgame comme substrat offre une solution économiquement avantageuse 

pour la production d'acide citrique. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour 

maximiser les rendements à grande échelle et consolider ces résultats prometteurs. 

 

Mots-clés : Fermentation, Aspergillus Niger, Substrats, Acide Citrique, Datte, Valorisation 

des ressources locales, Mech-Degla, Mélasse. 

 

 
Abstract 

This thesis examines the use of different substrates, such as Date Must, Molasses, and their 

combination, in fermentation for citric acid production using Aspergillus niger. The main 

objective is to valorize local resources and provide an economically advantageous alternative 

to imported substrates in the citric acid industry. The results demonstrate that the use of the 

Amalgam, composed of Date Must and Molasses, yields satisfactory results, with quantities of 

81.5 g/L, 85.5 g/L, and 87.64 g/L, respectively. This approach offers economic advantages by 

optimizing the utilization of local resources and reducing production costs. In conclusion, the 

use of the Amalgam as a substrate provides an economically advantageous solution for citric 

acid production. Further research is needed to maximize yields on a large scale and solidify 

these promising findings. 

 

 
Keywords: Fermentation, Aspergillus niger, Substrates, Citric Acid, Date, Valorization of 

local resources, Mech-Degla, Molasses. 

 

 

 

ص ملخ :                                                                                                                                              

 

، مثل مست البلح، العصير السكري، وتركيبتهما المشتركة، في عملية التخمر  بايالأطيستكشف هذا البحث استخدام مختلف 

.الهدف الرئيسي هو تثمين الموارد المحلية وتقديم بديل ميزون  أسبرجيلوس نيجرحامض الليمون باستخدام الفطر  لإنتاج

المستوردة في صناعة حامض الليمون .تشير النتائج إلى أن استخدام التركيبة المشتركة يؤدي إلى   للاستخداماتاقتصاديا  

جم/ل للتركيبة  7.648جم/ل للعصير السكري، و 85.5جم/ل لمست البلح، و 81.5عوائد مرضية، حيث تصل الكميات إلى 

.في الختام  الإنتاجتحسين استخدام الموارد المحلية وتقليل تكاليف  خلال،المشتركة .تقدم هذه الطريقة مزايا اقتصادية من 

ا .يلزم إجراء مزيد من البحوث حامض الليمون حال  اقتصادي ا ميزون لإنتاجيوفر استخدام التركيبة المشتركة كونها طيبة  

صى عوائد على نطاق واسع وترسيخ هذه النتائج الواعدة.لتحقيق أق  

 

دبس   ةدقل-شم ،الموارد المحلية تثمين تمر، ،الليمونطياب، حامض لأ، اأسبرجيلوس نيجر: التخمر، الفطر الكلمات الرئيسية
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