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lntroductiun 

Depuis quelques années l'idée d'une relation directe entre une alimentation optimale et un mode de 

vie sain fait son chemin auprès du grand pubtic. Ainsi les marchés des aliments sains se sont 

forteme.nt développés afin de .répondre à la demande des consommateurs qui cherchent de plus en 

plus à contrôler leur qualité de vie et leur état de santé à travers une meilleure alimentation. 

L'hygiène des denrées alimentaires s'impose d'abord dans un but de santé publique. Elle vise à 

protéger le consommateur contre les dangers des denrées alimentaires insalubres, c'est..à.-dire qui 

ont perdu leurs qualités alimentaires (OMS, 2002). 

Depuis la déoouverte des. probiotiques par Élie Metchnikoff en 1908, plusieurs tentatives ont été 

effectuées afin d'incorporer ces microorganismes à l'alimentation. Plusieurs matrices 

d'incorporation ont ainsi été développées, notamment les yogourts, les boissons, les comprimés, les 

céréales et la viande (Rivera et Galla rd , 2010). 

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, les probiotiques doivent survivre en grand nombre au 

procédé de îabrication, et à la période d'entreposage au froid qui s'ensuit (lzquierdo, 2009). 

Plusieurs mécanismes ont été proposés par lesquels les probiotiques peuvent exercer un effet 

bénéfique sur leur hôte; cependant, 'l'adhésion à l'épithélium intestinal est considéré comme 

primordiale ce qui facilite l'élimination des pathogènes (Del Re et al., 2000; Dimitrnv et al., 

2014). Cependant, une deuxième propriété d'intérêt est l'auto-agrégation et la co-agrégation, elles 

permettent la formation de biofilms sur la surface de la paroi intestinale> empêchant ainsi la 

colonisation par les microorganismes (pascula et al., 2008 ~ P~cula et Barberis 2011). 

L'objectif de cette étude est de répondre à la problématique qui a comme intitulé : évaluation de 

l'effet <;le la matrice alimentaire et la conservation sur la. viabilité des lactobacilles et lt;urs ~titudes 

probiotiques. 

Ce travail a été accompli en trois parties : 

• Unè synthèse bibliographique qui va nous permettre en premier temps d'élargir nos côntlaissances 

sur les probiotiques, leur mode d'action, les critères de sélections. 
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• L'ensemble du matériel et des méthodes mis en œuvre au cours de l'étude, Production d'un jus de 

carottes lacto-fermenté~ contrôle des paramètres physicochimiques de la qualité hygiénique de la 

matièîe prei;nière et du prQduit fini et a l'lfin une ~tudes <les ~ptit\\des prQbiotiques des 

lactobacil1es. 

• Les résultats expérimentaux sont abordés dans la troisième partie. Enfin, la conclusion du travail 

exposé, permet d' établir le bilan de l'étude et d"annoncer les perspectives qui peuvent en découler. 
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D 



r 
l 

Etude 
bibliographique 



Ch3pitre 1 : Génêr.alit~ svr les probiQtiques 

LI.Définition du terme probiotique 

Le terme "probiotiq11e", issu des tennes grecs "pros" et "bios" signifie « Pour la 

vie» (FA()/WH0,2001).Il est dérivé du mot latin «pro>~ ~ur) et du mot grec «biotic » 
(vie )(Singbeta/., 2011 ). 

Plus récemment, les probiotiques sont dèfinis comme suit « des micro-organismes vivants qui 

lorsqu'ils sont administré.$ en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la santé Q'e 

l'hôte». Cette proposition de définition a été adoptée en 2001 par le groupe de travail mandaté par 

!'Organisation des Nations Unies pour l'Agriculture et l'Alimentation {FAO pour Food and 

Agriculture Organization of the United Nations) et par l'Organisation Mondiale de la Santé {OMS). 

Ce groupe a reconnu que les probiotiques doivent être capables d'exercer des prestations de santé 

sur l'hôte grâce à la croissance et/ ou l'activité dans le corps humain (FAO/WHO, 2001) 

L2. Les souches probiotiques 

De nombreux genres bactériens sont considérés comme probiotiques, de même que certaines 

levures. Les genres de bactéries utilisées sont très variables, passant par les lactobacilles, les 

bifidobactèria. les entérocoq~s et les streptocoques. :Pow le~ levur~s. c'est l' ~spèce Sacchtrromyces 

bou/ardii qui est la plus connue(Ouwebandeta/., 2002; Kailasapathy, 2013).Malgré cette 

diversité, ce sont les genresLactobacillus et Bifzdobacterium qui sont les plus étudiés.Le tableau 

suivant reprêsente les groupes de microorginismes :utilisés colllllle probiotiq11es 
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Tableau 1 : Microorganismesconsidérés comme probiotiques (Saad eta/., 2013). 

Lactobacilles BifidobacteriumAutres bactérie lactique autres 

-
I ' ;,-_ 

Lactobacillus Bifidobacterium 

acidophilus breve 

Enterococcus faeciumSacharomyces. Sp 

L.acidophilusB. adolescentisEnterococcusfaecali~Sacharomycescerevisae 

L. amylovirusB. animalisEnterococcusfaeciumSacharomycesboulardii 

L. brevisB. bifidumLactococcus/actisE.colistrainNissle 

L. caseiB. breveLeuconostocmesenteroides 

L. cellobiusB. infantisPediococcusacidilactici 

L. crispatusB. lactisSporolactobacil/usinulinus 

L. curvatusB. longumStreptoc.occus thermophilis 

L. delbrueckiiB. thermophilumStreptococcus diacetylactis 

L. farciminisStreptococcus intermedius 

L. fermentum 

L. gallinarum 

L. gasseri 

L. jokns.on.U 

Lparacasei 

L. plantarum 

L. rhamnosus 

L2.1. Le genreLactobacil/us:Ce genre regroupe des bactériesà gram positif, des bâtonnets 

nOl'IS}'Orulés,généralement immobiles.Il s 1agit de bacilles longs et fins (parfois incurvés) souvent 

groupés en chaînes, non pathogènes, catalase négative, se développent à 1ll1 optimwn de température 

situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles trèscomplexes en acides 
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aminês. en virnmines. ep. acides gras. en nucléotides. en glucides et en min~ra~, Les lactobacilles 

forment un groupe hétérogènede bactéries, ubiquistes et très répandues dans l'environnement 

végétal,animal et humain. Les espèces ensont nombreuses et relativement difficilesà caractériser et 

identifier (Tailliez, 2004~ 

Les lactobacilles sont utilisés en industrie alimentaire en raison de leur capacité à inhiber et à 

réduire la contamination des produits alimentaires qui ont subis une détérioration par des 

microorganismes pathogènes, par la production des composés. (Da Silva Saboeta/.,2014). 

Ce genre est partagé en trois groupes : 

Groupe I« Thermobacterium» : comprend les lactobacilles homofermentairesthermophiles qui se 

développent à 45°C mais pas à l5°C. Les espèces les plus ftéquentes dans l'alimentation 

(làit.~urt. fromage) sont L. helveticus, L. delbrueckii~t L. acidophilus, 

Groupe II« Streptobacterium»: regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et peuvent 

être occasionnellement hétérofermentarres en fonction du substrat. Les espèces les plus fréquentes 

dans l'alùnçntation sontL çasei1 L curvatus~ L. sakeetL plantaru""' 

Groupe ID« Betabacterium»: ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. 

Il comporte les espèces L. fermentum, L. hrel'iset L. sanfransisc<>. 

L2.1.1.L'espèceLactobacillus rhamnosus etles bienfaits:L. rhamnosus se distingue des autres 

espèces de lactobacilles par un métabolisme hétérofermentaire facultatif et une capacité à croître à 

des températures comprises entre 15°C et 45°C (Bergeyeta/.,1986).En effet, suite à la fermentation, 

L. rhamnosus est capable de produite de l'acide laetique ou de l'acide lactique et de l'acide 

acétique. De plus, cette espèce possède des NADH oxydases et des NADH peroxydases, lui 

permettant de survivre au stress oxydatif causé par la présence d'oxygène (Sakamoto etKomagata, 

19%)# 

L.rhamnosusest rune des souches probiot1ques les plus étudiées pour ses propriétés fonctionnelles 

et elle est fréquemmentutilisée pQur le traùement d' infec;t10n du trac;tus gastro- intestinal (Surawkz, 

2003). 

De plus, il est reconnu que L. rhamnosus stimule la répoose immunitaire et Téduit la diarrhée lors du 

traitement antibiotique, protège la barrière gastro- intestinale et peut prévenir les infectionsvaginal 

et le système urinaire (Reid et Burton, 2002 ; Sarawicz,2003 ; MC Farland,2006 ). 

L3.Critères de sélecfü,m des probiotiques 

Afin de satisfaire la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent survivre, persister 

temporairement dans le tractus digestif et montrer une activité qui doit se traduire par des effets 

s 



positifs pour l'hôte, Or, toutes c~~ propriétés son.t propres à chaque ~ouçbc et .ne peuvent etre 

extrapolées à une autre souche de la même espèce(lzquierdo, 2009). Les micro-organismes 

potentiellement probiotiques doivent donc être sélectionnés selon différents critères décrits dans le 

tablœu2. 

Tableau 2 : Principaux critères de sélection des probiotiques(Saarelaetal. ,2000). 

Critères de sécurité 

Critères fonctionnels 

Identification taxonomique précise 

Origine humaine pour utilisation chez l'homme 

Souche caractérisée par des techniques phénotypiques et génotypiques. 

Historique de non pathogènicitè et non-invasion de l'épithélium intestinal 

Aptitude à produire des effets bénéfiques sur la santé 

Adhésion a,ux cellules intestinales et persistance dans le tractus intestinal 

Immun tnQ®lation 

Production de substances antimicrobienne(bactériocines, acides organique) 

Conservation des propriétés probiotiques après production 

C 
.t, t h 

1 
. 1 Non modification des propriétésorganoleptiques du produit fini 

n eres ec no og1ques 

L_ __ ___ __ _ _ Stabilité au cours des procédés de production et dans le pradwt fini 

L4.Mode d'action des probiotiques 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode d' action des probiotiques. Ils 

~~t diverses substances antimicrobiennes telles que des àeides organiques, du peroxyde 

d'hydrogène et des bactériocines. De plus, ils entrent en compétition avec les agents pathogènes 

pour les sites d'adhésion situés sur les muqueuses. Les probiotiques peuvent également modifier 

l' envirQnnement où ils se retrouvent en modula.nt le pH et/Qu le potentiel d' Qxydoréducti~ ce qui 

peut compromettre rétablissement de pathogènes. Enfin, les probiotiques peuvent procurer des 

effets bénéfiques en stimulant le système immunitaire(Sanders,2008; Roy, 2011, Pascual 

etBarberis,2011 ;Reid, 2016). 
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t4.t. hQductfon des suhstau.ces ~ntimicrobiennes et inhibition des pathogènes 

L4.1.1. Les bactériocines :Les bactériocines sont des substances antimicrobiennes de nature 

protéique, dont certains peuvent contenir œs lipides ou de glucides associée, qui inhibent la 

croissance des espèces bactériennes. et sont potentiellement utiles. pour la prévention ou le 

traitement des maladies infectieuses bactériennes (Pascual etBarberis, 2011 ). 

Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactériesproche de la souche productrice. Les 

bactériocines des bactéries lactiques exercent leur activitélétale en provoquant la lyse cellulaire, par 

la fonnation des potes au niveau de la membrane externe des bactéries (Dortueta/.,2~). Le mode 

d'action est illustré par la figure 1. 

L4.1.2.Upèr9xyde d'bydrogèné :La production de peroxyde d'hydtogètte sernblè être une 

caractéristique de grande importance des lactobacilles vaginaux.Le peroxyde d'hydrogène est 

produit par certains lactobacilles en aérobiose. La toxicitè du peroxyd·e d'11ydrogène est due au 

pouvoir oxy~ dtir la molécule ellemême ou de ses métabolites OH· (radical hydroxyle) et 02-
(anion superoxyde) produits par des agents réducteurs (ions halogénures du type Cl) et des enzymes 

peroxydases qui sont présentes dans le fluide vaginal(Pa~ual-etBarberis, 2011). 

L4.1.3.Les biosurfactants:Les bactéries sont le principal groupe de micro-organismes produisant 

les bio surfactants, bien qu'elles soient également produites par des levures et des champignons 

filamenteux. En comparant avec des agents tensioactifs chimiques, ces composés présentent 

plusieurs avantages tels qu1une toxicité plus faible, biodégradabilité élevée, et leur efficacité à des 

températures extrêmes et des valeurs de pH (Gudenaeta/.,2011;Janeketa/., 2013). 

Les biosurf-3Ctants sont des polymères i)Inpbiphiles microbiçns çt des polymères polyphilic, Ils 

comprennent une large gamme de structureschimiques, telles que les glycolipides, les lipopeptides, 

les complexes de polysaccharide-protéinetdes phospholipidest des acides gras et des lipides neutres. 

Ces molé~ul~ modifient t>hydrophobicité et donc inhiber radhésion des micro-organismes 

pathogènes sur le site d'infection (Pascual etBarberis, 2011). 
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/" • Bac:teriocms 

Biosurfact ant Product ion 
Biosurfactants are produced by 
lactobacillt and their presence 

on the mucosal surface helps 
prevent adheskm and infection 
by the pathogenic organisms. 

Bacteriocin and Hydrogen 
P@rœid@ Product ion 
Lactobacilli produce 
s1,Jbst..,nc:;es that can mh1bjt 
the growth or kiff pathogens. 
lllustrated here are hydrogen 
peroxide and bactef"iocins. 

- lactobacilll 

Non-patho9enlc 
CO<'.d 

..._. 8ifidobacterla 

e ~ram po~tlv• 

pathog.ns 

Figure 1 :Mode d'action des bactériocines et des biosurfactants(Engstrandeta/.,2012) 

L4.2. lnbibition de l'adliésiQn du pathogène 

L' adhésion des probiotiques à l' épithélium intestinal est au mucus et associée à la stîmulatfon 

du système immunitaire, cette adhésion au muqueuse intestinale est également crucial pour la 

colonisation transitoire car elle représente une condition importante pour contrôler l~équilibre de 

la microîlore mtestlna1e. L'inhibition de radhèsion du pathogène par les probiotiques peut 

fournir une protection signifiante de la santé humaine contre les infections par la formation 

d'une barrière naturelle contre les agents pathogènes exposés dans le tractus gastro-intestinale 

( Colladoet al., 2007). 

Les mécanismes de compétition de l' adhésion se font généralement de deuxfaçons. Ils peuvent 

survenir de façon spécifique par l'intermédiaire des andésines ou de façon non spécifique en 

impliquant dés interactions électrostatiques ou hydrophobes, des forces passives et stériques. 

Deux exemples de ces modes de compétition sont présentés sur la figure 2. 

a 

Compétition 
spécifique 

0 

b 

C'ompéritiou 
non spécifique 

Irterach.-itlS 

0 

Figure 2. Mécanismes de compétition pour l' adhésion(Servinet Coconnier, 2003). 
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L'adhésionbactérienne est un critère d'intérêtlors de la sélection d'une souche probiotiques ce 

phénomène est complexe et il dépend de plusieurs paramètres : 

Les facteurs physicochimiques. ~Sont généralement des. facteurs. .environnementaux tels. que 

la température, la concentration bactériennes, l'existence de flux, la qualité et la quantité 

des substances nutritives (baillifet a/.,2010); 

Le caractère hydrophile/ hydrophobe de la surface bactériennes et l'auto 

/Cosgrégation :L'hydrophobicité d'une bactérie varie suivant les espèces bactériens et 

selon aussi les souches d'une mêmeespèce, elle est influencée par le milieu environnant, 

l'âge de la bactérie ainsi que par sa structure.Les ba-ctérieshydrophobespréfèrent des surfaces 

hydrophobe et l~s bactérie hydrophiles préfè~nt ~s surface$ hydrophiles(Baillif èta/., 2010), 

L'auto-agrégation est un phénomène qui a une relation avec la capacité de l'adhérence de la 

bactérie, la floculation des bactéries sous forme d'agrégat, leur regroupement et leur 

accumul:atiQn sur une surface conduisent à la formation de dépôtsconnues sous le nQ.fil 

« biofilm », ce phénomène de la formation de ces agrégats est appelél'auto-agrégation. 

L'auti>-agrégation des souches prooiotiques est apparue nécessaire pour l'adhérence aux 

cellules. épithéliales. de l'intestin et la capacité à co-agréger avec d'autres bactéries., telles que 

les agents pathogènes et peuvent former une barrière qui empêche la colonisation par des 

micro-organismes pathogènes (Del Reeta/.,2000; Colladoeta/., 2007) 
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Chapitre ll: Les prQbiQtiqu~ d.aqs tes prQduits alimentaires 

n.1. Les produits fermentés 

Les produits fermentés sont le moyen de tran&port des probiotiques. chez l'homme, quiont plu.5iems 

avantages, comme assurer le bon équilibre ou le bon fonctionnement de la flore intestinale, et le 

renforcement de la barrière intestinale. Des aspects technologiques doivent être considérés lors de la 

sélection des souches probiotiques? telles que la viabilité au cours du traitement, de la stabilité dans 

le produit au cours du stockage, de bonnes propriétés sensorielles et la résistance aux phages. 

L'objectif le plus important des probiotique est que les souches doivent être viables au moment de 

la consommation. Il a été suggéré que la oonœntration minimale de bactéries probiotiques vivant-es 

à la 4ate d'expiration du produit devrait être d'environ Io 7 ufe/ ml. De nornbréuses étud~$ ont déjà 

indiqué l'impact de plusieurs facteurs sur la viabilité des probiotiques dans les produits fermentés, 

y compris le pH et l'acidité~la température de stockage~ la nature des ingrédients ajoutés.,. les 

matric;es alimenta.ires et la. ~oncentratiou des méta.bolites tels qw: l'acide tactique ei tes acides 

acétiques (Sbori, 2016; Youssefeta/.,2016). 

11.2. Les.. j.us lacto-fermen.tèd 'origine végétale : 

La fermentation lactique des produits alimentaires est une de plus anciennestechnologies connues. 

L' intérêt manifesté pour les produits végétaux obtenus par lactofermentationest basé sur des aspects 

nutritionnels, physiologiques et hygiéniques. Pour les jus qui s'obtiennent par fermentation lactique.,. 

le contenu étl acide lactique esttrès impôrtânt, car d'une part, il a un rôle décisif dans la préservatiOtI 

desproduits finis et, d'autre part, il est impliqué dans la qualité sensorielle de 

jus(Greifovaetai., 2006}. 

Le jus <le carotte a été choisi comme modèle pour la fennentation de légumes etcomrne un no\lveau 

vecteur potentiel pour les probiotiques.La Fermentation du jus de carotte diminue le niveau de 

sucres et fücidification fournit un goût frais.Dans les lègumes fermentés~ la fermentation de l'acide 

lactiqw: peut augment~ les niveaux de vitamin~s comme l'acide folique ~t "oba.lamine et 

d'améliorer la solubilité du fer dans le jus de carotte(Tammineneta/., 2013). 

ll.3. Viabilité-des bactéries probiotiques dans. les produits alimeataires 

Dans la littérature scientifique, des concentrations minimales de106 et 107 UFC / g dans le produit 

fini sont considérées comme des quantités thérapeutiques de cultures probiotiques dans les aliments 

transformés (Talwalkareta/. ~ 2004). atteignant 108 et l O!> UFC I g, fournies par une consommation 

quotidienne de 1 OO g ou 1 OO ml de lait fermenté, elle apporte un bénéfice pour la santé de l'homme 

(JayamanneetAdams, 2006). Ces chiffres élevés ont été proposés pour compenser les pertes 
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possibles des miçtQQrgani.smes pCQbiQtiques pçncla t la <.luiée de çQnseIVa.tio \le 'a.liment 

probiotique, lors du transit dans les conditions acides de l'estomac, et de résister aux.sels biliaires dans 

l'intestin grêle (T~e,2005). 

La viabilité de bactéries probiotiques dépend des souches utilisées, l'interaction entre les espèces 

présentes, la production de peroxyde d'hydrogène par le métabolisme bactérien, les composants de 

la matrice alimentaire et raciditê finale du produit (Farnworth, 2008). 

II.4.Les principaux facteurs qui devrait être considère dans le développement des 

pro biotiques dans laliment 

II.4.1. Les propriétés biologiques :Le premier point qui devrait être pris en considération est 

l'effet biologique désiré. Une haute viabilité et les taux de survie au cours du passage des 

probiotiques à travers l'estomac et dansil'ltestin humain.Les fournisseurs de souches pro1'iotiques 

ont toujours comptésur de nombreux tests in vitro sur leurs cultures pour sélectionner la souche la 

plus adaptée. La survie dans les cap.QitiollS ~iàes de l'esto~et de sels billaires sont. par 

conséquent, une p.réQcçupation majeure.B~\lÇOUP d'autres propriétés ont été ex~és in vitro, tels 

quesensibilité à l'oxygène, la stabilité au cours du stockage, de la résistance aux protéasesdu 

système digestif, et la capacité d'adhésion aux cellules épithéliales(Jankoviceta/., 2010). 

Il.4.2.La sélection technologiques: Du point de vue du fournisseur, les qualités technologiques 

qui devraient posséder la souchesont le rendement de la biomasse à grande échelle et la facilité de 

concentration et de la survie durant la conservation et la congélation.Cependant, du point de vue du 

fabricant, autrequalités technologiques sont exigées,comme les variations de contraintes liées à la 

viabilité, les pertes en cours de traitement ou de stockage, il deviendra clair que la sélection des 

souchés est cruciale dans le développement d\me souche probiotique. 

Il convient également dè souligner que, dans le proeèssus de sélëction de la souche.il est non 

seulement la souche est importante, mais égalementle procédé dans lequel elle est préparée est 

critique. De même, l'aspect de la technologie. de fermentation, la technologie de séchage va 

influencer de manière significative les fonctionnalités des PfOOÏQtiq_ues(Jank.ovic et al,, 2010),, 
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ll,4.~, La ~êçuritê: Llapplication de micro-organismes prQ\.liotiques dans les denrées 

alimentairesexige une évaluation approfondie de la sécurité. Plusieurs lignes directricessont 

disponibles sur la façon d'évaluer l'innocuité des probiotiques utihsésdans les applications 

alimentaires. L'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a mis au point une approche 

comme un outil pour l'évaluation la sécurité des micro-organismes utilisé dans les aliments. Ceci 

est basé sur une documentation.Les souches de B. /actis BB12, L. rhamnosus LGG,L. reuteri DSM 

17938 ont été ces dernières années acceptées aux États-Unis pour des utilisations 

prévues(Jankovicet al., 2010). 

D..4.4. La stabilité pendant le stoekage :-Les consommateurs exigent de toute évidence que le 

produit qu'ils ~eh~tent èOnti~nt des c~ltutes probiotiqu~s viàbl~s~u moment de la èôI1Sôtrtmàtion de 

l' aliment. Il est nécessaire d'examiner spécifiquement les facteursqui affectent la survie pendant le 

stockage.Vefîet biologique de la culture probiotique est gènèralementliée à la souche utilisèe 

(Champagne çtal,l005 ; Jankovi~ .2010) 

D..4.5. Le pH :La plupart des produits laitiers fennentés sont acide, le problème de la sensibilité à 

l'acidité ~ cultures probiotiques est aggravé par le fait que l'acidité peut augmenter au cours du 

stockage.Pour éviter cela, il semble important de sélectionner des lactobacilles qui ont de faibles 

sur-acidification c'est - à- dire d'utiliser des souches qui n' augmentent pas l' acidité du produit au 

cours du stockage(Jankovic, 2010) 

D..4.6. L'oxygène :L'oxygène affecte les cultures probiotiques de deux manières, la premièreest due 

à une toxicité directe pour les cellules, certaines cultures probiotiques sont très sensibles -à l'oxygène 

et meurent en sa présence, en rajson de la productiPn intracellulaire de perpxyde d'hydrogène, la 

deuxième est due àl ' effet indirecte de l'oxygène sur les cultures probiotiques, lorsque l'oxygène est 

dans le milieu .. certaines cultures, excrètent le peroxyde dans le milieu. Ceci suggère que la souche 

probiotiquepeut donc être affectée par le H202 produit par d'autrescultures dans 

l'environnement(Jankovic, 2010) 

De nombreuses études ont porté sur la prévention del'effet néfastede l'oxygène sur les -cultures 

probiotiques, la plus courante est l'addition d1anti-oxydants, tels quel1acide ascolbique, ainsi que 

l'élimination des souches produisant du peroxyde car certaines souches probiotiques sont plus 

tolérantes àl'oxygène que d'autres (Champagne et al., 2005). 
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ILMatériel et Méthodes 

11.1.Matériel 

L' intégralité de ce travail a été réalisée aux laboratoires de biologie de la faculté des sciences de la 

nature et de la vie de 11.rniversité de Jijel, durant la période Avrll - :tuinde l'année 2016. 

II. 1. 1. Matériel biologique : Le matériel biologique utilisé est le suivant : 

v' Les souches bactériennes: il s'agit de deux souches de bactéries lactiques de genre 

Lactobacillus, L.rhamoosus SlO, L.satsumensis Sl3et de leur mixture elle ont proviennent 

de btl;xmrtoire de ltJ. faculté. 

v' Lait écrémé : la poudre de lait écrémé nous a été fourni par le responsable de la laiterie 

SKIPLAIT ; 

./ Carottes et jus de carotte : la carotte de variété Musca œ Alger a été achetée du marché dè 

Jijel, la quantité étant de5kg. Elle a servi pour la préparation du jus de carotte. 

II.1.2.Les milieux de culture :La partie micmbiologique de notre étude a nécessité les milieux de 

cultures suivants : 

v' Gélose nutritive :pour le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) 

v' Gélose OGA (Oxytétracycline-Glucose-Agar) :pour la recherche et dénombrement des 

levures et moisissures saprophytes ou pathogènes ; 

~ Bouillon MRS : pour la mise en eulture des souches lactiques, ainsi que pour la réalisation 

des tests. 

11.1.3. Produits chimiques et réaetifs :L'ensemble de-ca qui a été utilisé est le suivant : 

v' Colon111ts: Violet de Gel'Jtiane ; fuschil'Je;lugolet cristal violet ; 

v' Produits chimiques : 

• NaOR lN. Phénolphtaléine (pour la détermination d~acidité) ~ 

• Xylène, toluène, chloroforme et l' éthyle acétate {pour le test d'hydrophobicité) ; 

• Empois d' amidon, di-iode (0.05mol/l) (pour la titration de la vitamine c) ; 

• FoUin-Cioca1teu, carbonate de sodium (7.5 %) (pour1a détermination de polyphenol) ; 

• Reàetif de Tashiro, sulfate de cuivre~ sulfate de potassiam(pour le dosage de Puote ). 

v' Tampons: 

• Tampon PBS "tampon phosphate salin" pH=7.4, préparé ou. laboratoire pour lavage et 

conseN ation des cellules ; 

• Tampon phospahate urée sulfate magnésium pH=6.5, préparé ou laboratoire pour le test 

d 'hydrophobicité et l' auto/Co agrégation. 

11.1.4. Appareillages : au cours de notre étüde, on S7 est servi du suivants : 

v' Appareil de Kjeldhel (Gerhardt); 
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~ ex/}f<-lfol'«w.i:~ 

./ Autoclave (ShiavxElectronic); 

./ Bain Marie (Gerhardt Bonn, Memmert); 

./ Balance (IŒRN EMB 600-2) (ANDGULF) et balance analytique (Kernals 220.4N) 

./ Centrifugeuse électrique (fiettich); 

./ Etuves (Memmert) ; 

./ pH mètre (Hanna pH 211) (inola); 

./ Spectmphotomètre uv .. visible (Ultrospec lOOpro)-(SHIMADZU); 

./ Vortex électrique (MS2 Minishaker, VWR VV3) ; 

./ Four à moufle (termolyne/furnace 6000); 

./ Agitateur magnétique (Stuart SB162); 

./ Rêfrigêrateur(Condor) ; 

./ Microscope à caméra (P ARALUX) ; 

11.2.1.Revivification des souches: Les souches ont été revivifiées par ensemencement dans le 

bouillon MRS suivis d'une incubation à 37°C pendant 24 heures.La pureté de chaque souche a été 

vérifiée par plusieurs examen microscopique après coloration de Gram (ldoui eta/., 2009). 

11.2.2. Préparation des échantillons 

IL2..2..1. Préparation de lait : Pour chaque échantillon, 9 g de lait en poudre a été pesé, ce dernier a 

été transféré dans des flacons stcériles,. puis l~ volwne a été complété jusqu'à 100 ml avec de l'eau 

distillée stérile. Une fois le lait est préparé, nous avons appliqué le traitement thermique de 

pasteurisation. Après refroidissement chaque échantillon de lait a été ensemencé par la souche 

bactérienne correspondante et a étê misà i~ étuve à 37°C pendant 24 h. 

11.2.2.2.Préparation de jus de carotte: 5 kg de carottes (variété Musca d'Alger) ont été bien 

lavés, nettoyés et épluchés, puis coupés en petits morceaux. À l'aide d'un bras mixeur, les carottes 

ont été l)royées et mixées, le jus a été réçupéré par filtration et a été mis dans des flacons stériles 

pour la tyndallisation(ldoui, 2013). 

Après préparation du jus brut, nous avons confirmé l'absence de contaminants par une observation 

microscopique. 

11.2.2.3 .Préparation de jus de carottelacto-fermenté : La méthodeutilisée dans notre étude est 

celle décrite par ldoui (2013) avecquelques modifications.Chaque flacon de jus.de carotte déjà 

préparé.,. a été, ~ncé par le starter à raison de 5 %. La fermeutatioll a été faite au bain Marie 

avec agitationà 37°C pendant 3h. La figure ci-dessous illustre les étapes de la préparation du jus de 

carottes lactofermenté. 
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Carottes 

• 
Lavage, triage, épluchage 

• 
Découpage 

'f 
Broyage 

• 
Filttàtiôïl 

• 
Première (tyndallisation) 

85°C/ 5 min . 

• .R.efroidissernent 

• 
Centrifugation 3000 rpm / 10 mn 

• 
Filtration (0, 45 µm) 

'I 
Deuxiéme tyndallisation 

85 °C / 2 min 

• 
Inoculation par la culture lactique (5% de lait fermenté) 

• 
Incubation I 3h 

... 
Jus de carotte lacto-fermen.té 

Figure 3. Schéma de lapréparation du jus de carottes lacto.-fermenté(Idoui, 2613} 

IL2.3. Le cQntrôle du lait fermenté (~t~rter);Les dewc paramètres~ contrôler sont l'açidité et le 

pH. 

Pour l'acidité, un volume de 10 ml de lait a été transféré dans un bêcher dont l'acide lactique est 

titré par la soude domic (O. lN) en présence de quelques- gouttes de phénophtaléine (5 gouttes), la 

titr.ation est arrêtée Wle fois avoir une couleur rose pâle persistante au moins 10 secondes (Luquet, 

1985). 



L'acidité est déterminée par la formule suivante : 

Acidité {°D)= VNaOH )( 1-0 

Avec: 

• V NaoH: volume de la soude utilisé pour titrer l'acide lactique contenu dans lOml de lait 

Pour le pH, la mesure a été réali~ en plongeant l'électrode-du pH mètre-dans un volume-de 20 ml 

de l'éçharttillon (AOAÇ, 2006).La valeur-de pH enregistr~e sut l'écran de pH mètre a été notée. 

11.2.4.Contrôle de jus de carottes lacto-termenté : Nous avons procédé à un contrôle et un suivi 

de l'évolution de trois pamw.ètt:es à savoir~ le plL racidi~ et le u..ombte de <Wellules : 

./ Au cours de la fermentation à Toh (lors de l'ensemencement) et après chaque heure de 

fermentation (T1h, T1h et T3h); 

./ Au cours du stockage réfrigéré à T 3j, après. 6 jours et 9 joms (T 6} et T 9j} 

Ladétermination du pH et de l'acidité a été faite selon les mêmes protocoles déjà décrit pour 

lecontrôle du lait fermenté (starter) 

Pour le comptage des cellules bactériennes, la technique décrite par John et Alicia (2000)a été 

appliquée: 

./ Préparation des micro-dilutions: Le jus de carottes lacto-fermenté a été bien 

homogenèsé,à l'aide d'une micropipette des micro-dilutions ont étéréalisées (100µ1 du 

produit dans 900µ1 de l'eau physiologiquesstérile), 

./ Préparation de la cellule de Malassez: il faut d'abord rincer la lame et la séchéeà l'aide du 

papier absorbant.Pour réaliser le remplissage de la cellule~ on a humidifié les glissières 

~es puis., on a déposé la lamelle sur les re_bords.. Enfin.S'extrémité de la miçropjpette a. 

été placéecontre la lamelle et l'inoculum a été délivré par capillarité . 

./ Observation microscopique et comptage des cellules: la cellule est portée au microscope 

optique à l'objectif x l 00,les cellules -vivantes soo.t oomptées, et le nombre de ceUules a été 

calculé selon la formule suivante : 

Ne= Ng .100.llZ 

Avec : 

• Ne : nombre de cellules ; 

• Ng : nombre de cellulescomptées sous microscope optique ; 

• Z : la dilution utilisée. 
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11.S. Le '!ontrôle des paramètres physico-chimique : 

Afin d'avoir une idée sur quelques composants de notre matière première, le jus de carotte, ainsi 

que leur évolution dans le produit finis, nous avons évalué les paramètres suivants: 

11.5.1.Dosage de la vitamine C(titrage direct);Un volume de 10 ml du jus de carottes a été titré 

par une solution de di-iode à 0.05mol/l en présence d'une pointe d'empoisd'amidon. Le point final 

de la titration3 est identifié comme première trace permanente d'unecouleur bleu-noire foncée due 

au e6mplexe d'amièlon-iôde (Betgoedj, 2002) 

La teneur en vitamine C est exprimée en g'I par la formule suivante : 

Où : 

T : Titre-de la solution di-.iode(-G,OS moJJI). 

V : Volume d'iode utilisé. 

E: Prise d'essai (10 ml). 

176 : Le poids moléculaire de l'acide ascorbique. 

II.5.2.Déterminatwn de la matière ~be (MS) : 10 g de chaque éçhantilloo (}nt été pesés dans un 

creuset en porcelaine préalablement taré.Le creuset a été ensuite mis à l'étuve à 

105 °C jusqu'à l'obtention d'une masse constante. Le -résultat est exprimé de la manière suivante 

(Lecoq, 1965): 

MS(%)= X/Y X 100. 

Avec : 

MS : matière sèche ; 

X : poids de l'échantillon en gramme après étuvage ; 

Y: poids de l'échantillon en gramme avant étuvage. 

II.5.3.Détermination de la matière minérale : Pour la réalisation de cette manipulation, 10 g de 

chaque échantillon broyé ont été placés dans un creuset déjà séché et taré.Les creusets ont été placés 

dans le four à moufle à 550°C jusqu'à l'obtention de la couleur grise~ couleur caractéristique des 

cendres. Le pourcentage de ta matière minérale est calculé par la relation suivante (AOAC, 2000) : 
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MM(%)= X/Y X 100. 

Avec: 

MM : matière minérale ; 

X : pôfd~ de t'é~hatttiltott en: gt'!htttte aprè~ éruWge ; 

Y : poids de l'échantillon en gramme avant étuvage. 

ILSADosage des sucres totaux : La techniqu~ utilisée est cell~ décrite par Dubois et al. (1956). 

Dans des tubes à essais propres, on met 2ml du jus de carotte; on ajoute 0.05 ml de phénol à 80%; 

puis on ajoute rapidement 3ml d'acide sulfurique concentré 96% tout en évitant de verser de l'acide 

contre les parois du tube ; on obtient alors une solution, on passe au vortex pour homogênéiser la 

solution, puison incube au bain-Marieà 30° C pendant 

30 min. Par la suite, les tubes sontrefroidis et placés à l'obscurité pendant 30 minutes.La lecture de 

l' absorbance est faite à 490 nm. Laconcentrati<>n en sucres totaux a été déterminée en se référant à 

la courbe d'étalottttageobtenue. en utilisant le glucose comme solution. standard d'étalo1).Jlag~. 

La teneur en sucres totaux est exprimée en fonction du glucose : 

ST= l(X.V.D/P)J.100 

ST : Taux de sucres totaux(%) ; 
X : Quantité de sucres calculée à partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml) 
D : Facteur de djlution ; 

V : Volume del~ solution analysée (ml); 
P : Potds de la: pri-s-e d'es-sai (g} 

IL5~4~te.rminatio.n de la teneur en protéines (Kjeldah~ 1883)) :Pour déterminer la q\lal\ti~ en 

protéines dans notre échantillon de jus de carottes~ on procède à un dosage de l' azQte total qui passe 

par les étapes suivantes 

../ Minéralisation: Dans un matras de l'appareil Kjeldahl, on introduit, 2 g du jus de carotte avec 

2 g de catalyseur (Mélanger 20g de sulfate de cuivre, et sulfate de potassium), 25 ml de H2S04 

concentré (97 %) et 2 ml-d'eau oxygénée à 30 %. Le matras est ensuite chauffé jusqu'à ce que 

la couleur noire se transforme en une couleur limpide, à ce moment-là l'azote organique est 

transformé en azote minéral.Ensuite, on laisse refroidir et on transverse l' échantiUoo minéralisé 

dans une fiole, on lave le matras avec l'eau distillée tout en ajustant le volume jusqu'à 100 ml. 

../ Distillation :Dans un matras, on introduit 10 ml du contenu de la fiole auquel onadditionne 20 

ml d'eau distillée et 30 ml de la soude à 35 %. En parallèle, on prépare une solution d'acide 

bol'iqùe à O,lN avee 10 gouttes d'indicateur de Tashiro. La distillation est arrêtée au bout de 4 

minutes à compter du début d'ébullition. 
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../ Titratioo. :Puisq11'on utilise l'acide borique comme solution de récupérati~ on va alors titrer 

l' excès des anions de borate avec la solution d'acide sulfurique (O.lN) jusqu'à changement de la 

coloration du vert au rose-violet dû au virage de l'indicateur de Tashiro. L'azote total est calculé 

suivant la formule représentée ci- dessous : 

Az 1_ (N) (QL) (VB-YE).0,0014.10.100 
ote totaro ;10 = M 

Avec: 

VB : Volume de- NaOH 0 , l N utilisé pour un essai blanc (ml) ; 
VE : Voiume de NaOH 0 , lN utilisé pour la titration de la solution à doser (ml) ; 
100: Coefficient du pourcentage ; 
10 : Coefficient du volume total de la solution à doser ; 
M: masJe de la prise d'essai. 

Le taux d' azote total est converti en taux de protéines brutes selon la formule suivante : 

Taux de protéines brutes (% )= N total (%) x6 ,25 

Avec: 6,25 est le facteur de conversion basé sur le taux moyen d'azote des protéines. 

Il.5.6. Dosage des polyphènols totaux :La teneur en phénols totaux qui se trouve dans le jus de 

carottes a été déterminée par la méthode deSingleton et Ross (1965) en utilisant le réactif deFolin

Ciocalteu.Un v-0lume de 200. µldu jus est introduitdans des tubes à essais, le mélange (1 ml de 

FolinCiocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml decarbonate de sodium à 7.5 %} est additiomté. Le mélange 

est agité et laissé à l 'obscurité àune température ambiante pendant 30 min. Un témoin est préparé 

dans les mêmesconditions. Vabsorbance est mesurée à 765 nm. 

La qumrtité de polyphènols est calculéepartéférence à une oourbe d'étalonnage en utilisa:ttt } ~acide 

gallique comme standard. 

1IA CQD.trôl microbiologique 

Il.6.1.préparation des dilutions décimales:A l'aide d'une pipette stérile on prélève lml du jus de 

carottes fermenté et on l'introduit dans un tube à essai contenant 9 ml d' eauphysiologique stérile, 

on obtient alors la dilution l 0-1, à partir de cette dernière on refait la mêmeopération pour aboutir à 

la dilution l 0-6. 



J 
ll.6.2.Recherche et dénombrement des levures et mQisissures : Le dénombrement est effectué 

sur lemilieu OGA préalablement coulé et solidifié. 100 µl de la dilution 10-3 estétalé en surface du 

milieu et les boites sont incubées pendant 3 à 5 jours à unetempérature de 25°C. Après incubation, 

nous avons dénombré toutes les coloniesblanches sphériques et filamenteuses (Idoui, 2013). 

Il.6.3.Dénombrement de la flore totale aérobie mésO"pbiles (FTAM) :L'ensemencement est 

réalisé en étalant en double 1 OO µl de la dilution 10-6 en surface de la gélose nutritive préalablement 

coulée et solidifiée.L'incubation s'est effectue à 37°C pendant 24h. Après cette durée, oo 

dénombre les colonies lenticulaires(Guiraud etRosec, 2004). 

R 7. Evaluation des aptitudes pro biotiques 

Ces tests ont été réalisés sur le produit fini et après 3jours~ 6jôurs et 9jours de conservation. Les 

résultats des tests qui vont être décrits, nous laissent avoir une idée sur l'effet de la fermentation et 

de la conservati-0n sur les.aptitudes probiotiques des souches. mises aux tests, c.à.d. s'il y à une perte 

de ces propriétés ou non. Les même technjques utilisées par Kiaset Kdl\et (2015) ont été utili~es 

et ce afin d'avoir une reproductibilité des résultats : 

II. 7.1. Test d'hydrophobicité : L'hydrophobicité est déterminée selon la méthode décrite par 

Iyereta/. (2010) :Un volume de jus de carottes Iacto-Îermenté est centnfugation à12000 

rpm/15min, te cu1ot est récupéré et incube avec du bouillon MRS à 37°C/ 18h. Après une 

centrifugation de 12000 rpm/5min suivie de deux lavages successifs avec du PBS, le culot bactérien 

a été récupéré puis resuspendu dans 1.2 ml de tamponurée phosphate magnésium (pH 6.5). La 

densiw optiqueilritiale de la suspension a été ajustéeapproxitn.ativetnent à l.O à 450tmt (DOitlitiale). 

Par la suite 0.6 ml du solvant (xylène, toluène, chloroforme; ethyacètate) a été ajouté doucement à 

chaque 3 ml de la suspension bactérienne, puis incubée à37°C pendant l 0 min. Ce mélange a été 

agité en utilisant un vortex j>(;ndant 2min puis laisser au repos. Après préçipttationJaphase aqueuse 

est récupérée à l'aide d'une pipette Pasteur et on procède à la mesure de la densitéoptique finale. 

La différence de la densité optique est considérée comme une mesure de l'hydrophobicité de 

lasurface. cellulaire (H%) calculée par l'équation suivante: 

% Bydrophobicité= lDOinitial-DOfinal/ DOinitialj xtOO 

II.7.2. Adhésion in vitroau tissu épithélial :Ce test est basé surl'étude de la capacité des souches à 

effet probiotique de s'adhérer à l'épithélium intestifial. P-0ur le réaliser, ia méthode décrite par Lin et 

al. (2007) (\tli comporte trois étapes. a été impliqUée: 

20 



1 
.f Préparation des cellules épithéliales:Pour la préparation des œllules épithéliales> -un 

segment de l'iléurn d'un poulet de chair a été bien lavé et nettoyé puis ouvert et laver avec 

du tampon phosphate salin stérile (PBS pH 7.2), après une tenue dans le PBS à 4°C pendant 

30 min.Par la suite, les tissus ont ètè repris, laver 10 fois avec du PBS stérile puis laisser au 

repos â4°C pendant 3 h. Les cellules ont été récupérées en grattant la surface tapissant ce 

segment intestinalpar une lame stérile etelles sont par la suite récupérées dans un tube a 

essai stérile contenant le tampon PBS. Des dilutions décimales ont été réalisées jusqu'à 104
, 

cettesuspenSÏQil cellµlaire ~ été ex~inée P'Jf micros-eope pour assurer qu'elle n'était PJ!S 

contaminéeet que la concentration des cellules épithéliales est approximativement 5xl04 

cellules/ml. 

./ Préparation des cellules bactériennes: Un volume de jus de carottes lacto-fermenté a été 

récupéré dans des tubes à hémolyse puis centrifugé à6000 rpm/lOmin, le culot par la suite 

est incubé dans le bouillon MRS pendant 18h.. Les cellules bactériennes jeUtllS ont été 

récupérées par centrifugation à 6000 rpm/IOmin suivi de deux lavage successive avec de 

PBS puis chaque culot reçoit 2 ml du PBS. Une observation microscopique (GxlOO) a été 

faite pour pouvoir standardiser l'inoculurn à 108 cellules/ml. 

./ Réalisation du test : lml de ehaque culture est mélangé avec lml de la dilution 104 de la 

suspension des cellules épithéliales déjà préparée. Aprèsincubation à 37°C pendant 30 

minutes, 1 h,2het 3h, une pFéparation de frottis et une coloration au cristal violet O. 5% pendant 

' min a été réa.lisée pour observer l'adhésion au microscope optique. Letest est eon'Sidéré 

comme positif si le nombre de bactéries adhérées est supérieur à 15. 

Il.7.3.Test d9-auto-agrégation et de co-agrégation :On a appliqué la technique décrite parTomas 

etal. (2005). Un volume de jus de carotteslacto-fermenté a étécentrifügéà 6000 rpm/lOmi~le culot 

obtenu estincubé dans le bouillon MRS pendant 18h. Une deuxième centrifugation a été faite à 

6000 rpm/1 Omin, le culot est lavé deux fois avec-du PBS (pH= 7 ,2). Le nombre de œUules viables a 

étéajusté .à 108 UFC/ml ~= 0~6). 

La suspension des cultures standardisées (4ml) a été homogénéisée par un vortex et l'auto

agrégation a été déterminée durant les temps d'incubation Oh,lh,2h et 3h à la température ambiante. 

Le pourcentage(%) d'auto-agrégation est calculé selon l'équation suivante: 

% d"auto-agrégation= lDOtnitial-DOftnalj DOtnittalj xtOO 
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La même méthode a. été appliquée pour la mixture pour calculer le % de la. Co-agrégation seloo 

l'équation suivante: 

Avec: 

D01 : la densité optique de la souche 1 ; 

DOi- : la densité optique de la souche2 ; 

D03 : la densité optique de la mixture. 

n 
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HL Résultats eJ. Discussion 

lll.1..Evolution du pH et de racidité des cu.ltnres. starters 

L'évolution du pH et de l'acidité des trois cultures starters est groupéedans le tableau 3. Les 

résultats de mesure du pH montrent que le lait après ensemencement possède un pH acide. Les 

valeurs ont été situées entre pH4.07 etpH4.Q9 .. 

Tableau 3 :Résultats du pH et de racidité des cultures starters 

~sS-13 

pH 4.08 4.07 4.09 

Acidité {°D) 36 35 40 

Quant à l'acidité, nous avons remarqué une augmentation progressive après 24h d'incubation. 

L'augmentation de l'acidité oouplée-à la dimiootioo du pH s'explique par l'activité métabolique des 

starters utilisés, -cette activité se manifeste par la production de l'acide lactique à partir de la 

fermentation des hydrates de carbone au cours de leurs croissances (Miyri- MikinenetBigret, 

2004; Monneteta!.,2008). 

m .2.Evolution du pH et l'acidité au cours de la fermentation du jus de carottes et après 

c.onservatioo 

La valeur du pH du jus de carottes avant la fermentation est de 6, 13. Les résultats de l'étude menée 

sur le même produit par Tamminenet a!.(2013), ont montré un pH de 6,7du jus avant la 

fermentation, par ailleurs, Kunetal.(2008), ont trouvé un pH de 6,4 pour le même produit avant 

fermentation. 

Cependant, après ensemencement du jus de carottes brut par tes cultures starters, nous constatons 

une diminution progressive des valeurs du pH au cours du temps de fermentation. La figure ci

dessous, représente l'évolution du pH dans les échantillons au cours de la fermentation. 
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Figure 4: Valeurs du pH des échantillons de jus deearottes au cours de fermentation. 

Après ensemencement des échantillons de jus de carottes par la souche L. rhamnosus S(lO) et la 

souche L.satsumensis S(13). le pH s'est situé entre 5,.41 et 5A4 respectivement, mais après trois 

heures de fermentation, on constate que le pH diminue.et se stabilise au alentour de 3>9. 

Pour le jus de carottes ensemencé par la culture mixture le pH, au début de la fermentation était de 

5,35, et après trois heures de fermentation il a chuté à une valeur de 3,84. Il apparait clairement que 

la culture mixte est plus performante et produit plus d'acide lactique ce qui conduit à un 

abaissement de pH à œtte valettr après 3h de fermentation. 

Les résultats de l'étude menée parTamminenet a/.(2013), et celle menée parDemiret a/.(2006) sur 

la fermentation du jus de carottes par usage de différentes souches de lactobacilles ont montré que 

le processus de la fermentation ramène le jus.de ~arottes à des pH de 3.&et 3,9 respectivement, œ 

qui corrobore et les valeurs trouvées dans notre étude. 

Par ailleurs,Nazzaroet a/.(2008), ont trouvé que ta fermentation du jus de carottespar la souche 

deL. rhamnoms a conduit à Yobtention tfun pH final 3,58 après 48h tfincubation. 

Après la conservation de ces échantillons dans le réfrigérateur à 4 °C, on a procédé au suivi de 

l'évolution du pH après 3jours., 6jours et 9jours de conservation et les résultats obtenus sont 

illustrés. dans la f'igure 5. 
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Figure 5 : Va!ettr.; dtt pH au œoo; de la eonservation. 

D'après ces résultats,on constate une diminution progressive du pH au cours de la conservation. 

Pour les échantillons à culture SlO et Sl3,. le pH se stabilise au alentour de 3,8 après les six jours de 

conservation, ~ le jus de carotte à culture mixte montre un le pH le plus bas (3,.7) après la 

même période de conservation. Ces résultats, s'explique par une activité métabolique des cultures 

même sous régime du froid. 

L'étude menée parDanesbiet al. (2013), sur reffet de la réfrigération (4°C) sur la viabilité du 

prohiotique L. rhamnosus dans le jus de earo-ttes lactofermentè amootré- qu.,. après 20 joors de 

stockage, le pH chute de 6,6 à 5,3. Par comparaison à ces résultats, nous constatons que notre SlO 

de L.rhamnosus a une activité fermentaire plus prononcée même sous régime du froid. 

Les résultats de l'acidité du jus de carottesau cours de la fermentationsontillustréspar la figure 

6.Ces résultats montrent qu'il y à une stabilité de l'acidité après une heme de fermentation dont les 

valeurs sont eomparabtes à ceBcs Obte110es au moment der ensemencement des échantillons du jus 

de carottes par les cultures. Cependant, l'activité métabolique des cultures apparait aprèsles 3h 

d'incubation dont l'acidité atteint 30°D.,. 33°D et 31°D Ifflpectivement pour le jus de carottes àL 

rhallllWsus S(l-0).,. celai à Lsatswnensis(S13)etœlui fermenté avec la mixture_ 
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Figure 6: Evolution de l'acidité au cours de la fermentation 

Pour le même pmamètle etau-cours de fa-conservatîon, nous constatons-que le froid n~affecte pas le 

métabolisme fennentaire des souches, les valeurs illustrées par la figure 07 témoignent une 

production d'acide lactique dans le produit. 
.-----------------
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Figure 7: Evolution de l'acidité au cours de la conservation. 
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111. 3 • .Evaluation du nombre de cellules an cours de .fermentation, du produit fini et après 

conservation : 

Au oours de la fermematÏ-OD du jus,le nombre de œllules viable est Galculé en utilisant la cellule de 

MaHasez. Les résultats sont illustrés par la figure&. 

On remarque qu'il y à une augmentation du nombre de cellules au cours de la fermentation, pour le 

jus ensemencé par L. rhamnosus S(lO) le nombre de cellules a atteint 22x1012cellules/ml)l est 

presque le même pour le jus ensemencé par Lsatsumensis S(13) qui était de l'ordre de 2l,33 

x l012cellules/ml, et pour le jus ensemencé par le starter mixte, le nombre est beaucoup plus élevé 

que celui trouvé dans les jus de carottes ensemencés par les cultures pures,ce dernier était de l'ordre 

de 23,66 xl012cellules/ml. 

Après la conservation du jus, oo a compté de ta même manière le nombre de œlhdes après 3jours, 

6jours et 9jours de conservation, les résultats sont illustrés dans la figure 9. 

~----------------~-·----·---

0 
tO t1 

Echantillons de jus 

t2 t3 

...,._jus ensemencé par S (10) 

---jus ensemencé par S (13} 

jus ensemencé par S(M) 

Figure 8 : Evolution du nombre de cellules bactériennes au coms de la fermentation 
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-+-jus ensemeencé par S (10) 

-.-jus ensemencé par S(13} 

Figure 9 : Evolution du nombre de cellules bactériennes au cours de la conservation. 

Les resultats de la f"tgttre 9œonffeBt que le flOBtbre 4e eelhtlesdimitme d'tme manière progressive 

au cours des jours de stockage, après 9jours de conservation le nombre de cellules pour les trois 

échantillons est dans l'intervalle de 2>66 

à3.33 xl010/ml. 

Dans rétude deDaneshi et aL(2013), le nombre de ceTiules dans le jus de carottes fermenté par L. 

rhamnosus a diminué durant les 20 jours de conservation pour atteindre le nombre de 6.08 [log ufc 

mr1
). 

Le jus de carotte à base-de eèleri et les pommes à montré ttne bonne matriœ pour la croissance de 

L.acidophilus, d'autre part le jus de carotte seul est une base appropriée pour les 

Bifldobacleriumlactis et des souches de B.hif «Jum, et lorsque L. rhamnosus est ajoutée au jus de 

carotte, il y à eu une boone viabilité ( Nazzaroetal .• 2003; D&Espif"ff& Sant&etol .• ~11). 

m .4. Contrôle des paramètres physico-chimique 

Ce contrôle a pour -objectifs, -la dèterminatton de la œmposition de -la matière première, ce qui nous 

permettra d'avoir une idée sur les composants qui peuvent affecter la croissance des cultures et 

même temps ceux qui agissent en faveur de la fermentation. 
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IlLUTeneur en vitamine C.: 

Puisque l' acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, il est présent avec des quantités 

excessives dans les fruits et les légumes.Les résultats de dosage de la vitamine C sont illustrés dans 

la figure ltl 

1 

u 0,5 -~ 
• Jus pur 

Jus ensemencé par S10 

• Jus ensemencé par 513 

• Jus ensemencé par mixture 

L 
Echantillons de jus 

---~ 

Figure IO: Teneurs en acide ascorbiques des échantillons de jus. 

Ces résultats montrent que la teneur en vitamine c de jus de carotte est de 0.88 g/l.Après la 

fermentation une perte jusqu'à 50% a été remaxqué pour les trois échantillons, elle est de l'ordre de 

O. 44- g/l.Poor un jus de ~s pur, la tenem-en v-itamiBe C est comprise entre 6mg/100 g et entre 

8.5 mg/100 g comme valeur maximale (anonyme 2013).Cette perte en vitamine C est liée à l'effet 

de la stérilisation de notre j~ cela se confirme par ce qui a été rapporté par Alwazeretal. (2003)qui 

a montré quele simple fait de blanchir une minute un légume entraîne Qijà. une perte de 35% de sa 

vitamine C. De même, Southgateet Johnson (1993)ont rapporté que la vitamine C est sensible à 

la chaleur et son taux dans le produit peut dimimterd'tme façon très importante lors du traitement de 

pasteurisation, à partir d'œte température de 104egrés, la vitamine C est détruite. 

IIL4.2. Teneur en matière sèche et en cendres 

La figure 1 lreprésente les résultats de la matière sèche de jus de c.arotte pur et produit fini, où on 

constate que la teneur en matière sèche de ce dernier augmente par .apport à celle de la matière 

première. Cependant, le jus ensemencé par la culture mixte montre une teneur maximale 7.7 %. 

------.( 29 )1-------
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Echantillons de jus 

• .lus pur 

• Jus ensemencé par SlO 

• Jus ensemencé par 513 

• lusern>emem;ê par 
mixture 

Figure ll:Teneur en matière sèche des trois échantillons. 

La figure 12, illustre tes 1"ésuttats ~peur-ta teneur-en cendres de jus poret produit fini dmHtm 

remarque que la teneur en matière minérale ne change pas,elle est de l'ordre de 0.7% pour le jus de 

carotte pur et elle oscille entre 0.5 et 0.8 % pour les jus lacto-fermentés.Nos résultats sont inferieur 

à ceux trouvés par Sharma, etol.,2012)qui ont trouvé da.os le produit analogue .(jus de carottes1 une 

teneur en cendres de r ordre de 1 , 1 %. 

a,s 
0,7 

0,6 -#. 0,5 -·~ 0,4 

~ 0,3 

0,2 

0,1 

Matière minèrale (%) 

Echantillons de jus 

• Jus pur 

• Jus ensemencé par S10 

• Jus ensemet 1cé par 513 

• Jus ensemencé par 
mixture 

Figure 12 : Teneur en cendres 
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IlLO.Teneur en sucres totaux 

Les sucres sont des constituants importants de la carotte; ils sont responsables de la douceur de 

l'aliment. La teneur en sucre est calculée à partir de l'équation de la régression linéaire de la courbe 

d'étalonnagede·glucose(armexe5)etaprèsparla·fommle ·qui ·permetde·cakuieTiepoorcentage % 

de la teneur en sucres totaux dans les échantillons. Les résultats de la teneur en sucres totaux de 

chaque échantillon de jus de carotte sont illustrés dans la figure 13. D'après ces résultats, il y à une 

variabilité de la teneur en ces composés dont le jus frais contient la plus forte teneur. 

~ 10 
:= 
:! s 

5 

0 

Echantillons de jus 

Jus pur 

• jus ensemencé par S flO} 

• jus ensemencé par S (13) 

• jus ensemencé par S (M} 

Figure 13 :Teneurs en sucres totaux des échantillons de jus. 

L'étude menée parSharma eta/.(2012), sur la composition chimique des carottes a montré que la 

teneur en sucre totaux était de 5,6%, cette valeur est proche de celle trouvée avec les carottes de 

variété Musca d'Alger. La faible différence constatée, peut être liéeau type de carotte et les 

conditions de cultures. 

Par ailleurs et par comparaison de la teneur en sucre de notre jus à celle de la (anonyme 2013)du 

jus de carottes pur (5,09%), on trouve qu'elle coïncide à la valeur donnée. 

Passant au jus fermenté paries souches, on a trouvé des valeurs qui varient entre 3~ et ~6o/J>,ces 

valeurs sont comparables à celles trouvées par Kunet al. (2008) ayantutilisé des souches de 

Bifidobacteriumpour la fermentation du jus de carottes, les teneurs étaient entre 4,36 et 4,12 % 

après 6h de fermentation_ De même, 1es Iésultats de r élude menée parDemîretal.(2006) sur r effet 
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de la concentration des souches de lactobacilles sur les propriétés du jus de carottes fermenté ont 

montré que la teneur en sucre était de 4,93g/l OOml de jus de carottes fermenté. 

IH.4.4. Teneur en azote totale -et o p:otéilles 

Selon(anonyme 2013) la teneur en protéines de jus de carotte pur est de l'ordre de 0,817g/100g 

comme une valeur moyenne et de 1 g/lOOg comme une valeur maximale.La figure14, donne le taux 

de protéines brutes ainsi que la teneur en azote total des échantillons de jus de carottes brut et 

fermenté. 

~ matière azoté 

• protéines 

Jus pur Jus 
ensemencé ensemencé ensemencé 

par 510 par 513 par mixture 

Echantillons de jus 

Figure 14:Teneurs en azote total et en protéines brutes dans les échantillons de jus. 

La lecture .de la figure 14 montre que le taux. de protéines brutes est compris entre lJ}6 et 0,96 o/~ 

d'où la valeur maximale est enregistrée avec le jus pur (1,06%), suivi par l'échantillon de jus 

ensemencé par L.satsumensis S(13) qui renferme une teneur de 1 % , puis par celle du jus 

ensemencé par la mixture des deux souches (0,,96%),et la plus faible teneur trouvée est celle du jus 

ensemencé par L. rhamnosus S(lO). On peut dire d'après ces résultats que la fermentation du jus de 

carotte n'a pas un impact sur la teneur en protéines. 

Les result.ats de i 'étude menée par .Sllanna et al..(l8ll);sur un produit analogue, ont montré que la 

teneur en protéines était de 0,7%.Nos résultats relatifs à ce paramètre sont dans la fourche des 

valeurs de (anonyme 2013)et corroborent à ceux del' étude de Sharma et a/.(2012). 
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Ill.4.5. Teneur en polyphènols totaux 

Les analyses quantitatives des polyphènols totaux sont déterminées à partir des équations de la 

régression linéaire de la courbe d'étalommge{annexe5) exprimé mg équivalent d'acide 
galliquellOOnrl.Les 1ésuftats Illustrés par la figure 15, montrent que les quatre échantillons 

présentent des teneurs variables en polyphènols totaux_ 

----·------------------~···------------------------~ 

Echantillons de jus 
• jus pur 

•ius ensemencé par S (10} 

• jus ensemencé par S (13) 

• jus ensemencé par S (M) 

Figure 15 :Teneurs en polyphènolsdes échantillons de jus 

Le jus de carottes pur possède la teneur la plus élevée en polyphènols totaux, de l'ordre de 339 mg 

EAG/lOOml, suivie par le jus ensemencé par la soacheL.rhamnosus 816,L.satsumensis S( 13) et leur 

mixture, avec des teneurs de 270 mg EAG/1 OOml ,269 mg EAG/1 OOml et 180 mg EAG/1 OOml 

respectivement.Nos résultats vont et ceux trouvés par Leahuet a/.(2013) qui ont trouvé une 

teneurde325.2±5. 17 mg EAG/lOOmldans le jus de carottes frais. Cependant, il apparait qu'il y à une 

perte de ces composés dans le jus de carotteslactofermenté. 

DI.S.Contrdle mierobiologique ilesjus de earitttes 

La recherche de microorganismes indicateurs-de contaminations permet de juger l'"état hygiénique 

d'un produit.La FTAM est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits, 

ainsi le nombre des gennes tot.aux pourra donner une indication de r état de fraicheur ou de la 

qualité sanitaire du produit (Guir~ 1993). Nos résultats montrent qu:'il y à une absence totale de 

cette flore dans les échantillons analysés. Cela peut s'explique par l'efficacité de la stérilisation. 

Cependant, ce qui est contradictoire est la présence de levures avec un nombre qui vari entre 103 et 

3.1@3
. Il est possible que œ soit lHI oontaminant de r-etWÎffilmement de laboratoire et noo pas de 

notre produit car, tout les étudiants qui travaillent sur les différents sujets se sont heurtés aux mêmes 

problèmes. 
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Tableau 4: Résultats du contrôle microbiologique 

.Ju~pu- .lu~-pai" .lue~ Jude carotte 
ta~(Slit) ta smn:he-(Sl3) parla mÎXtOI ~ -(matière première) 

Flore aétobie 
mésophile totale Absence Absence Absence Absence 
(UFC/ml} 
moisissure Absence Absence Absence Absence 
{UFC/ml) 

Levures (UFC/ml) 
2.1@3 9.1@3 3.1@3 4.1@3 

III.6.Evaluation des aptitudes probiotique 

Cette partie a été entreprise, pour évaluer l'effet matrice alimentaire-conservation sur les trois 

aptitudes probiotiques des souches. 

Hl.6.l.Hydroplrobicité 

L' hydrophobicité de la paroi cellulaire est une propriété physico-chimique qui facilite le premier 

cootact entre les microorganismes et les œDules hôtes. Ainsi, elle semble être un facteur aidant à 

l'adhérence {Rooset.Jonss&n, 2002 ; Guglielmottietal. ~ 2007). 

Ce test permet d'évaluer l'hydrophobicité des souches L. rhamnosus 8(10) et L.satsumensis 8(13) 

vis-à-vis du chloroforme, éthyle acétate, toluène et xylène qui peut refléter le potentiel de 

d'adhésion des souches pmbiotiques et leur colonisation intestinal. La répmtition des cellules entre 

la phase aqueuse et le chloroforme, xylène, éthyleacétate et toluène résulte de l'interaction 

hydrophobe entre les composant des parois de la bactérie et les solvants. Lesrésultats de ce test sont 

illustrés par la ftglll'Cl6. 
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jus ensemencè par SlO 

• jus ensemencè par S13 

•jus ensemencè par la 
mixture 

• témoin S(lO) 

• témoin S(l 3) 

• témoin mixture 

Figure 16 :Pourcentages d'hydrophobicité des souches produit fini avec le témoin. 

Selon les résultats exprimés en%, on classe rhydrophobicité comme faible (0-35"°/o), modérée (36-

70%) ou forte (71-100%) (Ekmelcieta/. 2009).Avec le toluène le pourcentage le plus faible a été 

enregistré avec les cultmes récupérées des prodaits finis fermentés parL. rhamnosus 

S()O),L.satsumensis S(13) et leur mixture respectivement, le pourcentage était de 4,35%, 6,30 et 

2, 11 %. Cependant, il y à une amélioration de cette aptitude probiotique avec le xylène, ou les 

pourcentages respectifs étaient de l'ordre de 14.,94%, 10,7lo/o, et &,11%. L'affinité de S(lO) et S 

( 13) et la mixture au xylène est plus élevée que celle obtenue avec le toluène, on déduit que les deux 

souches ont une paroi hydrophile. 

Les deux souches ont montré une adhérenceétevée avec t"éthyteacétate par rapport au 

chloroforme ;doot les pourcentages OOteoos avec le dOOroronne et réthyle acétate étaieDt de 

15,89%, 16,65%, 19,32% et21,65%, 24,87% , 20,82%pour L. rhamnosus S(lO) , L.satsumensis 

S( 13) et leurs mixture respectivement La forte affinitéà l 'éthyleacétate montre que les souches sont 

des forts acœpteurs d'électrons. 

L'étude menée par d' Abdullaet a/.(2014), surl'hydrophobicité de six souches de lactobacillesa 

montré que le pourcentage d"hydrophobicité vis-à-vis du xylène varie entre 30% et 80%, et au 

chlorofoone entre 48% et 79%. D~ apr-ès les fésttltats -Oes travaux œ G11~1ielmettietal. (2007), des 

espèces de Lactobacillus ont révélé une hydrophobicité vis-à-vis du xylène qui varie entre 5% et 
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6~/o. Par ailleur~ dans une autre étude réalisée par Panet a/.(20()6h rhydrophobicité de vingt trois 

souches de Bifidobacteriumétai.t compnse entre 32% et 37%. Par ailleurs, 

VUHlerolaetlteiRlteimer(2003)oot trouvé que l 'hydrophobicité de L. rhmitnosMS était de 24, l %. 

Après tous œ qui a été ~ il semble que nos Tésuitats cmmbmen1 et ceux des travaux. de certains 

auteurs, en revanche, ils sont loin de ceux trouvés par d'autres auteurs. 

Cependant, Shikirovaeta/.(2013)ont montré que les bactéries gram+ possèdent un pourcentage 

d'hychophobicité élevé par iapp01t a des gram-, par aitteurs, une étudemenée sur la chimie de la 

surface bactérienne a montré que la présence du matériel protéique sur la surface reflète une forte 

hydtophobicité tandis que des-smfaces hydruphiles ~associées m ptésence des polysaccharides 

(Colladoetal.., 2008).. 

Cependant,. la comparaison de nos. résuitats. avec notre témoin, montre 1a présence de nos souches 

dans une matrice alimentaire, dans. .cette étude, Je jus de c.arottes lactofennenté n'altère en aucwi cas 

cette propriété probiotique. 

Après une semaine et deux semaines de OODSefVfttion, œtte aptitude probiotiqtte a été évaluée et les 

figllres 17,13illustrent les résultats obtenus. On remarque qu'il y à un effet modère de la 

conservation à 4°C sur l'hydrophobicité,donc les souches gardent le mêmes potentiel. 

Solvants 

• S(lO) 

S(l3) 

• S(M) 

Figure 17 -:Pourcentages d'hydrophobicité après une semaine de conservation du produit 
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~----------------

s (10) 

• S (13) 

• S(M) 

Figure 18 :Pourcentage d'hydrophobicité après deux semaines de conservation du produit 

III.6.2.Auto/Co agrégation 

L'agrégation des bactéries entre eux est un mécanisme à l'origine de la formation de biofilms. Elle 

est l'un des mécanismes d'inhibition des microorganismes pathogènes(Kos etal., 2903).Les 

resultats d'auto-agrégation et de tlO-agrégatioo sont illustrés par la f"tgttre 19. 

Temps 

14 

12 

10 

'/!. 
8 -+-S{_10.} 

< 6 - S(13} 

....,..mix co-agrègation 
4 

2 

0 

tO t1 t2 t3 

Figure 19-: pourcentage d'autofco agrégation des cultures du produit-fini. 
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Figttre 29 : pourœntaged' auto /c~atioo du témoin. 

D'après ces résultats, on remarque que les cultures récupérées des jus de carottes ensemencés par 

L. rhamnosusS(to), etL.satsumensîs S(t3) possèdent un pourcentage faibled,auto-agrêgation durant 

toute la période d'incubation qui vari entre 9,85% d 13,23% -pour L. rhamnosus SlO, et entre 

6,14% et 10,04% pour L.satsumensisS13.La capacité d'auto-agrégation est l'un des facteurs clé qui 

déte.nninent la capacité des~ probiotiques. d'adhérer aux différents tissus. 

Certains lactobacilles ont une surface hydrophiles donc, ils ont une faible auto- agr~ ·ceux 

ayants une surface hydrophobe peuvent avdir plus de chance à l'adhérence (Divyaet al. ,2012) • . 
Le travail réalisé par Koseta/.(2003)a montré que L. acidophilusM.92possède un pourcentage 

<f auto-agrégation fort. Une étude sirmlaîre réa1isée par Colladoet al (2008)a montré que les 

souches L. rhamnosusLC-7fJ5et.L-.1"'e1 mentumME-3 avaient lllle forte capacité d'auto-agrégation 

après 2h d'incubation. Ces données montrent que d'une souche à une autre, cette propriété peut 

varier. Contrairement aux fésttkats de œs travaux, nos ~ présentent une faible auto

agrégation .qui pourrait être due .à l'effet prodnit :atimentain; ou bien :à une modification des. 

propriétés de la surface cellulaire après le lavage et mise en suspension des cellules dans le PBS 

(Kosetal.., 2003). 

Un test de co-agréga.tion a été réalisé entre les deux souchesL rhamnosus S(JO) et Lsatsumensis 

S(13) pour quantifier l'adhésion inter-bactérienne. Les résultats obtenus montrent un pourcentage 

de4,74%, œ qui œnfume le maintient de la oo-agrégatioo. 

Notre test témoin a dooué Ull reswtat upposé par rapport à œ qu'on a trouvéavec le test de CO 

agrégation; cependant, pour l'auto-agrégation, les résultats sont similaires avec des faibles 

variations. 

Les tests d'auto-agrégation et co-agrégati.on ont été réalisé après une semaine et deux semaines de 

conservation. Les résultats illustrés par lesfigures n et 22 montrent que les souches gardent les 

mêmes caractères. 
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Figure 21:Pourcentage c:fauto/co agrégation dans le produit après tme semaine de conservation. 
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Figure 22 :Pourcentage d'auto/co .agrégation dans le produit après deux semaines de conserv.ation. 

ID.6.3.L'adhésion 

L'étude de l'adhésion aux cellules épithéliales in vivo est difficile à réaliser~ l'adhésion in vitro est 

le model le plus utilisé (Gueta/., 2008). Dans notre étude, nous avons utilisé des cellulesépithéliales 

d'origine animale (cellules épithéliales de poulet de chair). L'adhésion aux cellules épithéliales 

humaines est un test impottant suggéré poar t'-évatuation du pouvoir probiotique des souches 

lactiques (Schillingeretal., 2005 ; Guglietmottietal., 2007). Cette colonisation est nécessaire pour 

exercer leurs effets bénéfiques par l'inhibition des bactéries indésirables et la stimulation du 
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système immunitaire. Les probiotiques pourraient agir en limitant l'implantation des germes 

pathogènes par compétition au niveau des sites de fixations pour la colonisation (RobinetRouchy, 

2001). 

Avant de mettre les œUules bactériennes en contact avec les œUules épithéliales, on a réalisé un 

test de confirmation de l'efficacité des lavages pour l'élimination de la microflore adhérente. La 

photo 01~ illustre clairement que le tissu est dépourvu de contaminants. 

Photo 1 : photo-microscopique des cellules épithéliales. 

Les résultats de l'adhésion des souches récupérées par centrifugation à partir du produit fini qui est 

le jus de carottes lacto-fermenté montrent un bon pouvoir adhésifdont les résultatsillustréspar la 

figure 23 en témoignent.A partir du graphe, nous constatons que le nombre de cellules adhérentes 

est en augmentation pour l'ensemble des cultures et que le temps d'incubation agit en faveur de 

cette aptitude probiotique.Nous avons remarqué également qu'îl n'y à pas vraiment une différence 

notable entre l'aptitude à l'adhésion des cellules bactériennes. 

80 

70 
fil 
..!! 60 

= ~ 50 
CJ 

~ 40 
~ 

.È 30 
a 
~ 20 
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0 

Temps (min) 
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..... 5(10) 

- 5(13) 

...... 5(M) 

Figure 23 :Nombres de cellules adhérées aux cellules épithéliales pendant 3h d'incubation. 
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L'observation microscopiqueJ>hoto 2~ et 4 montrent clairement le nombre de cellules adhérées 

aux cellules épithéliales 

Photo 2 : photo microscopique 
d'adhésionde L. rhamnosus S(l-0) aux 
cellules épithéliales 

Photo 3 : photo microscopique 
d'adhésionde L.sats.unretl3is S(13) aux 
cellules épithéliales 

Photo 4: photo microscopique d'adhésion de 
mixture aux cellules épithéliales 

La capacité d'adhérence est en relation avec l'origine des probiotiqnes D'après Guetal.(2008),les 

bactéries d'origine humaine ont la meilleure aptitude à adhérer aux muqueuses intestinales de 

l'homme. Cependant Kimete-Niraeta/.(2899) <mt trouvé que des "SOOChes de Lactococetts(Lc. 

lactisssp. /actiset Le. /actisssp. cremoris) isolées de divers produits laitiers, peuvent adhérer aux 

cellules épithéliales intestinales humaines. Par ailleurs, Wang eta/. (2010) ont prétendu que les 

conclusions tirées des résultats des études in vitro ne puissent être directementappliquées aux 
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situations in vivo. Il a été montré qu'il existe une relation entre la capacité d'adhérence et la 

colonisation provisoire de l'intestin humain. 

Les résultatsdu test d'adhésion après !semaine et 2 semaines de conservation sont illustrés dans les 

figures ci-dessous. fi apparait qu'1l y à un effet modéré de conservation à 4°C, les souches gardent 

le mêmepouvoiradhésif après conservation. 
-------·-----·-----·--··--·-··-·-------~ 
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...,_S(10J 
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....... S(M) 

Figure 24 :Nombres de <iellules adhérées aux <iellules épithéliales après une semaine ·de 

conservation 

Photo 5 : photo microscopique 
d'adhésion de L. rhamnosus aux 
cellules épithéliales après une 
semaine conservation 

( 

Photo 6 : photo microscopique 
d'adhésion de L.satsumensisaux 
cellules épithéliales après une 
semaine conservation 
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Photo 7: photo microscopique d'adhésion de 
la mixtureaux cellules épithéliales après une 
semaine conservation 

Par ailleurs, les résultats de l'adhésion des cellules récupérées du produit après deux semaines de 

conservation à 4°C montrent qu'il n'y à pas une perte de cette propriété et que le meilleur résultat 

est obtenu avec L.satsumensis et la mixture (figure 25), cependant, nous constatons que le temps 

d'incubation agit en faveur de l'adhésion. 
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~ = 10 

5 
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30 mnt 60mnt 120 mnt 180 mnt 

Figure 25 :Nombres de cellules adhérées aux cellules épithéliales après deux semaines de la 

conservation. 

Les photos 08, 09 et 10 concrétisent la bonne adhésion des cellules, que le temps d'incubation est 

en faveur de cette propriété et que qu'il n'y à aucun effet de l'interaction matrice alimentaire

conservation. 
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Photo 8 : photo microscopique 
d'adhésion de L. rhamnosus aux 
cellules épithéliales après deux 
semaines de conservation 

Photo 9 : photo microscopique 
d'adhésion de L.satsumensisaux 
cellules épithéliales après deux 
semaines de conservation 

Photo 10: photo microscopique d'adhésion de la mixtureaux 
cellules épithéliales après deux semaines de conservation 
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Conclusion 



Les consommateurs modernes sont de plus en plus intéressés par leur santé personnelle, et 

s'attendent à des aliments -capables de prévenir la maladie. La santé gastro-intestinale est le secteur 

clé dans le marché mondial des aliments fonctionnels. et ce secteur est dominé par les. produits 

probiotiques. Pour que les probiotiques aient des effets bénéfiques sur l'hôte, les cultures 

probiotiques livrées dans une matrice alimentaire composée tel que le jus de carottes doivent 

demeurer viables durant toute la période de stockage réfrigéré. Le but de cette étude était 

l'évaluation de l'effet de la matrice alimentaire et la conservation. sur la viabilité des souches de 

Lactobacillus et sur leurs aptitudes probiotiques. 

Dans une première approche, nous avons -contrôlé la qualité du jus de carotte par la détermination 

des différents paramètres physieô chimiques couplé f\. un contrôle microbiologique, e11.S1Jiîè on a 
suivi la viabilité des souches ensemencé dans le jus par la détermination du nombre de cellules 

viables dans le produit fini. 

La deuxième partie a été axée sur l'étude des aptitu<.les probiotiques telles q~e l~hydrophobicité1 
l'adhésion et l'auto- agrégation des souches pro biotiques 

Les résultats ont montré -que la qualité de jus est satisfaisante et qu'il n'y à aucun effet de 

l'interaction matrice alimentaire- conservation sur la viabilité des souches.. Par ailleurs., les résultats. 

de l'étude in vitro ont montré que, les souches de Lactobacil/us et leur mixture ré-isolées de la 

matrice alimentaire maintiennent leurs aptitudes probiotiques, de même, il apparait que la 

conservation sous régime du froid n'altère en aucun cas les l 'hydrophobicité, l'auto-agrégation et la 

capacité de s'adhérer au tissu épithéliale. 

Les résultats de notre recherche permettent d'ouvrir de nouvelles perspectives. 

Dono pour compléter œ travail sur l'effet de la matrice alimentaire et la conservation sur la viabilité 

des souches lactobacilles et leur aptitudes probiotique, nous proposons ; 

• Sur le plan technique, l'utilisation des techniques moléculaires pour une meilleure précision des 

cellules viables ; 

• Sur le plan technologique : estimation de la résistanœ aux bactériophages. car cette caractéristiql)(; 

est directement reliée à la réussite ou non de la production de jus ; 

• D'une meilleure caractérisation des activités enzymatiques des souches bactériennes, car la qualité 

des produits fennentés passe par une meilleure connaissance des activités ; métaboliques des 

bactéries lactiques ; 

• Une évaluation de la qualité sensorielle de jus. 
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Annexes 



•!• Eau physiologique 

Ingrédients Unité 
Na Cl . . ~ 1! 

Eau distîllée 1000 ml 

(• Tampon phosphate -urée sulfate magnésium pH 7 

lru!rédients Un:ité 
K2HP04, 3H20 22.2 g 
KH2P04 7.26 g 
Urée 1.8' g 
MgSQ4> 7IUQ 0,02g 
Eau distillée IOOOml 

•!• Bouillon phosphate saline (PBS) pH 7 

Ina~iellts Unité 
K2HP04 1.21 g 

KH2P04 0.34 g 

NaCl 8g 
Eau distillée 1000-ml 

•!• Bouillon Man-Rogosa-Sharpe (MRS) pH 5.8 

h2redie.uts Unitè 
Peptone 10 g 
Extrait de viande &g 
Extrait de levure 4g 
Glucose 20 g 
Phosphate dipotassique 2g 
Acétate de ~odium 5g 
Citrate d'ammonium 2g 
Sulfate de magnésium 0.2 g 
Sulfate de manganése 0.05 g 
Tw~&O lml 
Eau distillée 1000m1 



+:• Gê/ose imtrltive; 

Ingredients Unitè 
Extrait de vainde l g 
Extrait de levure 2g 
Peptone 5g 
Chlorure de sodium 5g 
Agar 15 g 
Eau distilée lOOOml 

•!• Gélose Oxytétracycline-Glucose-Agar (OGA) : 

Ingrédients Unité 
Extrait de levure 5g 
Glucose 20 g 

Oxytétracycline 0.1 g 
Agar agar 15 g 



J 

•!• pH et acidité du lait fermenté (starter) 

souches SW· SB SM 
pH 4.08 4.0-7· 4.09 
Acidité (0 D) 30 35 

. . 

40 

Echantillons Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 

De jus S(lO) S(13) la mixture 

pHTo 5.41 5.44 5.35 
oHT1 524 5~.30 5_20 
pHT~ 4.01 4.02 4 
Ph T3 3.9 3.92 3.84 

•) p"lr du jus lacio-fer~ apl'ès consuvatûm 

Echantillons Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 

De .iu~ 
S(lO) S(13) ta mixture 

pH après 3 Jours 3 .. g.& 3.8"% 3J~6 
pH après 6 jours 3.87 3.84 3.74 
pH après 9 jours 3.86 3.84 3.70 

+) Acidité dJl jus lacto.fennenté 

Echantillons Jus ensemencé Jus ensemencé Jus ensemencé 

De jus 
par S(10-} ptlF S(13} par ht mixtu-re 

Acidité Io 8 ; 6 

Acidité Ti 8 5 6 

Acidité T1 22 20 25 

Acidité T3 30 30 31 

+ Acidité du jus- ltieto-fe1 nrenté après cunsermtion 

Echantillons Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 

De.ius 
S(lQ) S(ll) la mature 

~idité 3 jours 35 38- 35 

Acidité 6 jours 43 46 42 

Acidité 9 jours 52 55 53 



Echantillons Jus pur Jus Jus Jus 

de jus ensemeneé ensemtmœ ensemencé 

par S(lO) par 8(13) par la 

mixture 

Teneurs en 5.27 3.88 3.51 4.6 

sucres totaux 

(%) 

Echantillons de Jusp11r Jn~ Jus Jus 
jus ensemencé ensemencé ensemençé 

parS(16) parS(13) parhr 
mixture 

Teneurs en 339 270 180 269 
polyphènols 
molfA_G/lQOuil 

•!• Teneur en vitamine C 

Echaatill<ms de 
s 

.lus ensemencé Jus ensemencé Jus ensemencé 
r la mixture 

Jus PJll" 

Teneur en 
vitamineC % 

Echantillons de 
jus 
Ttmenrm 
Matière sèche 
(%) 

10 

Jus ensemencé 
par 8(10) 
1.4% 

13 
0.44% 0.44% 0.8% 

Jus ensemencé Jus ensemencé Jus pur 
par 8(13) par la mixture 
1.3% 1.1% 5.9% 

J 
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•:• Teneur en matière minérale 

Echantillons de 
·us 

% 

.Jus ensemencé 
ar S 10 

7.4% 

.Jus -ensemencé 
ar S 13 

7.3% 

Jus ensemencé 
ar la mixture 

7.7% 

Jus pur 

5.9% 

•!• TetWW en matière azoté et en protéines 

Echantillons Jus ensemencé Jus ensemencé Jus ensemencé Jus pur 
dej~ imr S(lO) par S(l3) ~r la mixture 

Tene~r en 0.16% 0.14% 0.15% 0.17 % 
matière azotée 
(%) 
Teneur en 1.06 % 0.87% 1% 0.96% 
protéine (o/4-) 



Annae J: résultats mJcrQb/Q/oglque.s 

•!• ll.'ésultats de déntmtbrement des /t!)lflres et moisissures. 



J 
•!• Nombre de cellules au cours de fermentation 

-
Echantillons de jus Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 

S(lO) S(13) la mixture 
Nombre de cellules 5 6 9 
à To(xlOuUFC /ml) 
Nombre. de ceHt1les 12 ll 13 
a T1 (x1012 UFC /ml) 
Nombre de cellules 17 16 19 
à T 2 (xt011 l1FC lml) 
Nombre de cellules 22 21.33 21.66 
à TJ(xt012 UFC /ml) 

•:• Nombre de cellules QPrès conserva.tiqn 

Echatttillons de jus Jus ensemencé par Jus ensemeneé par Jus ensementt par 
S(lO) S(13) la mixture 

nombre de cellules 5 5.33 5.66 
anrès. J .iQu.rs. 
Nombre de cettules 5.66 4.55 4 
apr~6jours 
Nombres de cellules 3 2.66 3.33 
après 9 jours 



J 

•!• Hydrophobicité produit fini 

Echantillons de jus JM en~emencé par- Jm ~emencé par- .lm ememencé psF-
8(16} 8(13) la mixture 

Xylène 14.94 10.71 8.11 

Toluène 4.35 6.30 2.11 

Chloroforme 15.89 16.65 19.32 
Ethyle adtate 21.65 24.81 20.82 

•!• HydroplUJbicilé apl'ès une senudne de consentatitm 

Echantittons de jus .Jus ensemencé pat Jus ensemencé par .Jus ensemencé par 
S(10) S(13) la mixture 

Xylène 13.87 10.14 8.21 

Toluène 5.61 6.10 2:03 

·Chloroforme 15.35 15.79 18.07 
Ethyle acétate 21 .68 22.23 20.04 

•:+ Hydtophobicité après deux semaitU!S tte conservation 

Eehotillons de- jus Jus ensemencé par Jus .ensemencé-par Jus ensemencé par 
S(lO) S(l3) la mixture 

Xylène 14.57 10.64 8.39 

Toluène 4.33 6.16 2.37 

Chloroforme 15.28 

Ethyle acétate 

•) Autofèo-agregatil!11 pr<Jduit fi11i 

Echantillons de jus Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 
S(lO) S(ll) la mixture 

TO 0 0 0 
Tl 9.&5 6.14 4.0S 
T2 10.77 8.14 4.74 
TJ 13.23 10.04 4.06 



J 
•!• Auto/co-agregatlon apr~$ une semaine tle coUîervatio.n, 

Echantillons de jus Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 
S(10) S(ll) la mixture 

TO 0 0 0 
~. 

Tl 8.94 5.65 3.72 
T2 10.25 7.13 4.35 
T3 10.26 9.96 3.87 

•) Auto/co-agregation après de'UX s~itœs de co'llServation 

Echantillons de jus Jus ensemencé par Jus ensemencé par Jus ensemencé par 
S(lO) S(13) la mixt1,1re 

TO 0 0 0 
Tl 8.93 5.59 3.70 
T2 10.11 7.06 4.05 

T3 23.23 9.91 3,86 



J Annexes 

An11~e S : courbes d'étalonnage.$ 

•!• Courbe d 'étalonnage des polyphènols gll (acide gallique). 

OO 

Les polyphénols totaux 
1,4 .., 

1,2 • 

1 1 

0,8 1 

0,6 _, 

0,4 ~ 

0,2 

0 

0 0,05 0,1 

y = 4,928x + 0,067 
R2 = 0,999 

• CON 

- Linéaire (CON) 

0,15 0,2 0,25 0,3 
Concentration de facide gallique (mg/ml) 

•!• Courhe d :fètalonnage des sucres totaux (Glucose). 

o.a 
0,7 
0,6 
0,5 

0 0,4 
Q 0.3 

0,2 
0,1 

courbe d'etalonnage des sucres totaux 

y = 0,3342x • 0.001 
R2 = 0,9965 

QMtt:.:__~~--~~~--...~~~~..--~~~-r-~~~--, 

-0, 1 0,5 1 1,5 2 2,5 

concentration (mg/I) 



La coloration de Gram a été réalisée selon la technique suivante : 
- Sur une lame, fixer à la chaleur une culture bactérienne ; 
-Recouvrir la lame avec la solution de violet de gentiane pendant une minute ; 
- Ajouter du lugol pendant 30 secondes ; 
- Décolorer avec de l'alcool 95°, puis rincer à l'eau; 
- Faire une contre coloration en utilisant la fuschine et laisser agir 20 à 30 secondes ; 
- Laver à l'eau; 
- Après séchage, soumettre la lame à une observation microscopique à immersion (xIOO). 
Les bactéries à Gram positif apparaissent en violet et les bactéries à Gram négatif en rose. 

J 
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Evaluation de l'effet de la matrice alimentaire et conservation sur la viabilité des lactobacillus et 

leurs aptitudes probiotiques 

Résumé 

Les bactéries lactiques sont douées des propriétés bénéfiques, elles sont utilisées comme probiotique 

dans plusieurs domaines, à savoir la production des boissons lact9-fermentés. Dans cette étude nous 

avons étudié l 'effet d'une matrice alimentaire et la conservation sur la viabilité des Lactobacillus (L. 
rhamnosus SIO, L. satsumensis SI3 et leur mixture) et leur aptitudes probiotiques. Ces souches sont 

utilisées pour la production d'un jus de carotte lacto-fermenté, après un contrôle de la qualité du jus 

nous avons étudié l'effet de ce jus sur l"hydrophobicité, l'auto-agrégation et l'adhésion des souches 

aux cellules épithéliales. Les résultats montrent que les souches gardent leur viabilité et leurs aptitudes 

probiotiques après une longue durée de conservation. 

Mots clés : aptitudes probiotiques, viabilité, auto-agrégation, adhésion, hydrophobicité. 

Abstract 

Lactic acid bacteria have different benefic properties; they are used as a probiotic in several areas 
such as the production oflacto-fermented beverages. In this study we are investigated the effect of the 
food matrix and conservation on the viability of Lactobacil/us (L. rhamnosus 10, L. satsumensis 13 
and their mixture), and probiotics abilities. These strains are used to produce a lacto-fermented carrot ~ 
juice then we have oontr-Olled its quality. On the i>ther band the in vitro study of hydrophobicity, auto
aggregation and epithelial cell adhesion 

The results shows that the strains keep their viability and probiotic ability after a long period of 
conservation 

Key words: probiotic ability, viability, auto-aggregation, adhesion, hydrophobicity. 
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