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Résumé

L’objectif de notre travail consiste & étudier la possibilité de conserver les bactéries
lactiques a température ambiante en utilisant les gels extraits des tiges et de fruit de gombo et

la poudre des graines de lin comme prébiotiques.

L’ensemble des tests réalisés révelent que, les gels eétudiés favorisent le
développement des bactéries lactiques avec une croissance élevee et la stabilité de leurs
structures et leurs groupements fonctionnels dans les matrices confirment la possibilité
d’¢élaborer et conserver les poudres de probiotiques (bactéries lactiques) et prébiotiques (gels

extraits des tiges et fruit de gombo) a température ambiante.

Mots clés : Gombo, bactéries lactiques, prébiotiques, séchage, conservation.



Abstract

The objective of our work is to study the possibility of preserving lactic bacteria at
room temperature by using gels extracted from Okra stems and fruit and flaxseed powder as

prebiotics.

All the tests carried out reveal that, the gels studied promote the development of lactic
bacteria with high growth and the stability of their structures and their functional groupings in
the matrices confirm the possibility of developing and storing at room temperature probiotic

powders (lactic bacteria) and prebiotic (gels extracted from the stems and fruit of okra).

Keywords: Okra ; lactic acid bacteria ; prebiotics ; drying ; conservation.
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Introduction

Introduction

L’étre humain sert toujours de la nature pour subvenir a ses besoins de base dont
I’alimentation. Celle-ci est de plus en plus variée et joue plusieurs roles tant sur le plan

nutritionnel que sanitaire (Gbohaida et al., 2016).

Le gombo (Abelmoschus esculentus L.) est une plante exceptionnelle et originale,
toutes ses parties (racines, tige, feuilles, fruits, graines) sont valorisés dans différents

domaines alimentaire, médicinal, artisanal et méme industriel (Marius et al., 1997).

Le lin (Linum usitatissimum) est considérablement employé dans le quotidien de la
santé publique et énormément introduit en nutrition animale. Il n’est pas un nouvel aliment, il
est I’un des plus anciens et peut-&tre, un des aliments originaux et précieux en raison de ses

propriétés de guérison qui ont fait de lui une plante millénaire aux vertus médicinales.

Les deux plantes sont riches en fibres (prébiotiques) non digestibles qui stimulent la
croissance ou I’activité des ferments lactiques (pro-biotiques) et peuvent produire des effets

bénéfiques a I’intérieur du tractus gastro-intestinal (Vatakit, & Leenanon, 2017).

Notre travail consiste a étudier la possibilité de fermenter les ferments lactiques
(probiotiques) dans différents matrices alimentaires (gels extraits de tiges et fruits de gombo)
et leur stabilité a température ambiante.

Le manuscrit est composé de trois parties :

- La premiére partie présente une synthése bibliographique qui se divise en trois
chapitres exposant des notions sur le gombo, le lin et les bactéries lactiques.

- La deuxiéme partie porte sur les manipulations et les expérimentations.

- La derniere partie révéle tous les résultats obtenus ainsi que leur discussion, et a la

fin, nous terminerons par une conclusion.
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Chapitre | : Généralités sur la plante de gombo (Abelmuschus esculentus L.)

1. Origine

Le gombo est originaire d’Afrique, des rives Alluviales du Nil en Ethiopie. Il s’est
répandu sur tous les continents, aprés sa découverte il y a environ 4000 ans. Le gombo est
une espece de plante tropicale a fleurs botaniquement proche des hibiscus est initialement

classée dans le genre Hibiscus (El-hociene, 2021).

C'est une plante herbacée annuelle, dont on pense qu'elle est originaire d'Ethiopie et
qui est maintenant presque cosmopolite, cultivée dans les régions tropicales, subtropicales et
tempérées chaudes, en particulier dans les Caraibes, I'Amérique du Sud, I'Amérique du Nord,

I'Asie, le reste de I'Afrique et la Méditerranée orientale (Jain, et al., 2012).
2. Description botanique

Le gombo « Abelmoschus esculentus L. » est une plante herbacée annuelle dressée ou
ligneuse a la base pouvant atteindre 3 & 4 m de hauteur, non ramifiée avec un systeme

racinaire bien développé (Menouar, 2015).

La tige et les feuilles (Figure 1) sont recouvertes de poils, désagréables au toucher, un

peu irritants. Ses fleurs éphémeres, hermaphrodites, axillaires et solitaires (Hamon, 1987).

Figure 01 : Différentes parties de gombo : a) graines ; b) Fleurs et c) fruits (Menouar, 2015).

3. Classification
La classification phylogénétique de gombo est décrite par APG Il (Angiosperme
Group, 2009).

Reégne: Plantae

Sous-régne : Viridiplantae



Chapitre | : Généralités sur la plante de gombo (Abelmuschus esculentus L.)

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidées
Ordre : Malvales
Famille : Malvacées
Genre : Abelmoschus

Espece : Esculentus
5. Composition biochimique

Hamon et al. (1991), ont démontré que, le fuit de gombo est riche en glucides (7 a 8 %

de la matiére séche) présents sous forme de mucilage.
Le tableau | présente la composition biochimique du gombo.

Tableau I : Indice nutritionnel brut de100g de gombo (Hamon, 1988 ; Moyin, 2007)

Energie 33kcal
Carbohydrates 7,45kcal
Sucres 1,48¢
Fibres alimentaires 3,29
Gras 0,199
Protéines 29
Eau 90,19¢
Vitamine A 369 (7%)
Thiamine (B1) 0,2mg (17%)
Riboflavine (B2) 0,06mg (5%)
Niacine (B3) 1mg (7%)
Vitamine C 23mg (28%)
Vitamine E 0,27mg (2%)
Vitamine K 31,3ug (30%)




Chapitre | : Généralités sur la plante de gombo (Abelmuschus esculentus L.)

Calcium 82mg (8%)
Fer 0,62mg (5%)
Magnésium 57mg (16%)
Potassium 299mg (6%)
Zinc 0,58mg (6%)
Phosphore 56 mg

6. Bienfaits

6.1 Utilisation médicinale

La plante de gombo est tres riche en mucilage, ayant plusieurs vertus thérapeutiques

citant :

e Ce mucilage peut étre utilisé comme remplacement plasmatique (Une infusion des
racines est utilisée dans le traitement de la syphilis), il est responsable du lavage des

substances toxiques et du mauvais cholestérol.

e Le jus des racines est utilisé extérieurement au Népal pour traiter les coupures, les

blessures et les furoncles.

e Ses feuilles fournissent un cataplasme émollient. Une décoction des capsules
immatures est utilisee pour le traitement des infections catarrhales, dysurie et

gonorrhée.

e Ses graines sont antispasmodiques, cordiales et stimulantes. Une infusion des graines

grillées a des propriétés sudorifiques (Franklin et al., 1982).

e Ses fibres spéciales contrdlent le taux de sucre dans le sang, en fournissant une

quantité en sucre acceptable pour les intestins.

e Le gombo est également appliqué pour les inflammations pulmonaires, les irritations

intestinales et les maux de gorge (Grieve, 1984 ; Chapa et al., 1986).
6.2 Autres utilisations

Les fibres des tiges de gombo récoltées a la fin de 1’été ou ’automne sont utilisées

pour la fabrication du papier et des textiles (Sathish, et al., 2013).
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Chapitre 11: Généralités sur la graine de lin (Linum usitatissinum L.)

1. Description botanique

Linum usitatissimum L. (Figure 2) est une espéce herbacée annuelle érigée de 30 a
120 cm de hauteur. Les types de lin sont relativement plus gros (80 a 120 cm) et ont des tiges

droites, avec moins de branches secondaires vers la partie supérieure de la tige (Gill, 1987).

Les feuilles sont claires, de 20 a 40 mm de longueur et 3mm de largeur. Les fleurs sont
voyantes, de forme variée, régulieres, hermaphrodites, pentameres, hypogynes et portées en

raceme terminal lache ou cyme ouvert de couleur bleue, blanche ou rose.

Le fruit est une petite capsule globulaire ronde lisse de 5-9mm de diametre. Linum
usitatissimum L. est la seule espece avec des capsules non-déhiscentes ou semi-déhiscent

cultivée de la famille des Linacées (Getinet et nigussie, 1997).

Figure 2 : Aspect des parties de la plante de lin a) : fleurs et b) : fruits et graines (Heli et al., 2007).
2. Classification

Malgré la diversité remarquable de cette famille, L. usitatissimum est la seule espece
cultivée (Bailey, 1976; Cabi, 2018). Selon 'USDA-NRCS (2010), la classification taxinomique

du L. usitatissimum est la suivante :

e Regne : Végétal

o Sous-regne : Trachéophytes

e Super-embranchement : Spermatophytes
o Embranchement : Magnoliophytes

o Classe : Magnoliopsides

e Sous-classe : Rosidées

e Ordre: Linales
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o Famille : Linacées
e Genre: Linum L.

o Espéce : Linum usitatissimum L.

3. Composition biochimique

La composition des graines de lin varie selon la variété et les facteurs
environnementaux (Dau et al., 2003). Le tableau suivant résume les composants des graines
de lin (Jennifer, 2015).

Tableau Il : Composants de 169 des graines de lin (Linum usitatissinum L.).

Constituants Composition (pourl6 g)
Glucides totaux 4,99
Fibres alimentaires totales 4,8¢
Protéines 3440
Acide gras saturés 0,69
Acide gras polyinsaturés 50 ¢
Acide gras mono-insaturés 1,39
Acide linoléique 119
Acide alpha-linoléique 4,09
Calcium 56,8 mg
Magneésium 1,3 mg
Phosphore 109,6 mg
Fer 0,8 mg
Sélénium 4,3 mg
Potassium 141,6 mg
Zinc 0,7 mg
Vitamine C 0,1mg
Vitamine K 0,7 mg
Thiamine 0,3 mg
Niacine 0,5 mg
Vitamine B6 0,36 mg
Folates 14,8 mg
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4. Utilisation

L’huile de lin et les semences de lin sont redécouvertes comme réels aliments
indispensables a la santé. Ils méritent d’étre classés dans la catégorie d’aliments vitaux. Le lin
n’est pas un aliment nouveau ; ¢’est en fait I’'un des plus anciens et peut-étre I’'un des premiers
« précieux a cause de ses propriétés curatives », c’est une plante millénaire aux vertus
médicinales (Halligudi, 2012). L’utilisation du lin est résumée dans le diagramme suivant
(Jhalla et Hall, 2010).

; / / / ;

Huile Nourriture Fibres Aliments Produits
comestible pour industriels
Commode animatix
Boulangerie Cancer Couverture Bovin Chat Durcissement
Huile de Maladie Tapis Chien Linoléum
cuisson cardiaque Composite Cheval Toile cirée
Margarine Diabete Mouchoir Volaille Peinture
AVC Matelas Encre
Thrombose Tapis brosse d'imprimerie
Mat (papier)
Serviette

Figure 03 : Diagramme d’utilisation du lin (Jhalla et Hall, 2010).
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Chapitre 111 : Généralités sur les bactéries lactiques

1. Historique

Les bactéries lactiques sont de tres anciens micro-organismes dont I’ancétre pu voir le
jour il y’a trois milliards d’années (avant les cyanobactéries). De nos jours, les bactéries
lactiques représentent le deuxieme plus grand marché de production de biomasse, apres les
levures principales utilisées dans 1’industrie alimentaire pour la production de la fermentation
des aliments et aussi dans 1’industrie chimique pour la production de 1’acide lactique et de bio
polymére et acquiérent depuis quelques années, un role croissant en santé humaine et animale
(Streit, 2008).

2. Définition et caractéristiques

Les bactéries lactiques sont des bactéries a Gram positif, se développent a des

températures de 10° a 45°C et a des pH acides allant de 4,0 & 4,5.

Ces bactéries sont unicellulaires, procaryotes, hétérotrophes, et chimio-organotrophes
formant un groupe hétérogéne constitué de cocci et de bacilles ( Salmien et al., 2004 ;Konig
et Frohlich, 2009 ; Pringsulaka et al., 2011 ).

Leur division se déroule en un seul plan a I’exception des genres : Pediococcus,

Aerococcus, et Tetragenococcus.

Ces bactéries exigeantes n’ont pas de cycle de Krebs, ni de cytoplasme, ni de
porphyrines (éléments de la chaine respiratoire), ne possédent pas de catalase, ni de nitrate
réductase ni I’indole ou I’hydrogéne sulfureux (H,S). Leur croissance nécessite des acides
aminés, de base azotée, et des vitamines (Dribine et al., 2018). Elles ne liquéfient pas la
gélatine, a ’exception de quelques especes qui hydrolysent faiblement la caséine (Gonzalez et
al., 2000 in Ammor, 2004).

Leur métabolisme et strictement fermentatif, peuvent avoir un métabolisme homo-
fermentaire (production de ’acide lactique seulement), hetero-fermentaire strict (production
d’acide lactique, de 1’acide acétique ou de I’éthanol et du CO,), hetero-fermentaire facultatif
(formation de 1’acide lactique ou de I’acide lactique et de 1’acide acétique) (Vandamme et al.,
1996 ; Mozzi et al., 2016).
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Grace a leur pouvoir fermentaire, elles sont utilisées pour la fermentation et la
conservation d’aliments, elles sont largement répondues dans les industries alimentaires
(Mofrej et al., 2007).

3. Origine et habitat

Grace a leur souplesse d’adaptation physiologique, les bactéries lactiques peuvent
coloniser des milieux tres différents du point de vue physico-chimique et biologique, ils sont
donc dites « ubiquitaires». Dans différents écosystémes, ces micro-organismes sont capables

d’exercer des effets bénéfiques ou plus rarement d’engendrer des altérations biologiques.

La source originale des bactéries lactiques est constituée par les plantes vertes, et suite
a des processus d’évolution et d’adaptation, ces bactéries ont colonisé d’autres
environnements et se trouvent ainsi dans divers habitats, tant que ceux-ci réunissent les
conditions adéquates pour satisfaire leurs besoins nutritifs (Fenton, 1987 ; Kelly et al., 1998 ;
Carr et al., 2002)

4. Classification

La systématique est en évolution permanente. Il n’y jamais eu de régles unanimement
reconnues sur la facon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypiquement
classées. Par exemple, qu’elles caractéristiques sont importantes dans la définition des sous-
especes, des espéces et du genre? La littérature scientifique suit généralement les
recommandations des comités de taxonomie qui opérent sous les auspices de 1’Union

internationale de Sociétés Microbiologiques (Sneath, 2001).

La premiére classification de bactéries lactiques basée sur les propriétés observables a
savoir les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques a été établie en 1919
par Orla-Jensen. La figure 4 montre 1’arbre phylogénique des bactéries lactiques et les

differents genres (Axelsson, 2004).
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Lb. delbrueckii group

Weinsaclla

Lb.casei-
Leuconostoc Podiocococous
group
Oenococcus
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etragenococcus Lacto-
Vago- cOoCcCcus

Coccus

Entero-
coccus
Strepto-

Carno- coccus
pacterium
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//,étaphy!omocus

Aero- Listeria
Coccus

Figure 04 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques y compris des genres apparentés
(Axelsson, 2004).

5. Notion de prébiotique

Le concept de prébiotique a été proposé pour la premiere fois par Gibson et Roberfroid
(1995). Un prébiotique est défini comme un « compose alimentaire spécifique non-digestible
et non-absorbable dans 1’intestin gréle, mais fermenté dans le gros intestin ». Cependant, cette
définition est régulierement amendée par la communauté scientifique, qui considére que les
prébiotiques sont des substances alimentaires sélectivement fermentées, conduisant a des
changements précis, a une modulation et a une stimulation selective de la composition et de
I’activité du microbiote intestinal, conférant des bénéfices sur la santé et le bien-étre du

consommateur (Roberfroid 2007).
6. Notion de probiotique

Le terme « probiotique » vient du Grec qui signifie « pour la vie », choisi par
opposition au terme antibiotique. Dans les années 1950-1960, de nombreux produits «
probiotiques » ont été¢ développés, mais 1’absence de données rigoureuses sur 1’effet clinique a
conduit a leur disparition progressive, a I’exception de quelques-uns dont les effets ont été

confirmés.
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En 2002, la « Food and Agriculture Organization of the United Nations » et la «World
Health Organization» (FAO/WHO) proposent une définition officielle du terme «probiotiques»
: «Organismes vivants lorsqu’ils sont ingérés en quantité adéquate, peuvent exercer des effets

bénéfiques sur la santé de 1’hote» (FAO/WHO 2002).

La plupart des probiotiques en usage aujourd’hui appartiennent aux genres
Lactobacillus et Bifidobacterium (Hill et al., 2014). 1ls sont non-pathogénes, non-putréf actifs,
non-toxigéniques et ont des propriétés saccharolytiques, ce qui permet de les considérer

comme des bactéries « bénéfiques » pour la santé.
7. Intéréts

Les bactéries lactiques sont utilisées dans plusieurs secteurs d’activités notamment
dans le domaine de I’agriculture, de la santé de I’industrie agroalimentaire, dans ce dernier
secteur elles sont responsables du développement des caractéristiques organoleptiques de

I’augmentation de la durée de conservation des aliments.

L’utilisation des ferments lactiques pour la production du fromage et du lait caillé a été
introduite presque simultanément par Weigmann (Stiles, et Holzapfel, 1997), mais la premiere
preuve de la fermentation impliquée principalement en Egypte, en Mésopotamie et dans le
bassin méditerranéen, d’ustensiles ayant servi a la fabrication des produits laitiers fermentés.
De nombreux documents monuments historiques font référence a la production de fromage,

de yaourts et de beurre (Mufioz et al., 2010).

Les genres des Bifidobacterium, Propionibacterium et Brevibacterium, bien que
phylo-génétiquement n’appartenant pas aux bactéries lactiques, sont utilisées dans 1’industrie
alimentaire pour leurs propriétés similaires aux bactéries lactiques en raison de leur potentiel
bénéfique pour la santé, les propriétés de certaines espéces de bactéries lactiques sont
actuellement utilisées comme probiotiques (Fuller, 1989). Notamment, les lactobacilles sont
utilisees dans les traitements de 1’intolérance au lactose, la prévention a la réduction de la
durée de diarrhée & rota virus chez I’enfant, diminution du cholestérol, régulation du transit
intestinal, rééquilibre de la flore intestinal apres une antibiothérapie ou une infection par un

pathogene traitement des maladies inflammatoires du tube digestif (Stiles et Hozapfel, 1997).

11
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La Figure 05 montre les différentes utilisations industrielles des bactéries lactiques.
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Figure 05 : Différentes utilisations industrielles des bactéries lactiques (Florou-Paneri et al.,
2013).
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1. Cadre de I’étude

Notre travail pratique a été réalisé au niveau des laboratoires communs (I) d’analyses
physico-chimiques et au niveau du laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences
Biologiques et des Sciences Agronomiques de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou

durant une période allant du mois de mars au mois de juin 2022.
2. Objectif de I’étude

L’objectif principal de cette étude est d’étudier la possibilité de fermenter les bactéries
lactiques dans différentes matrices de prébiotiques (gels extraits des tiges et fruits de gombo)

et leur conservation a température ambiante.
3. Matériel

3.1 Materiel biologique

Une mixture de bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus) lyophilisées d’origine de la Hollande a été utilisée comme ferments. La
quantité utilisée de ces derniers est de 0,15mg nécessaire pour coaguler 50ml du lait et du gel
de gombo.

Les souches S. aureus ATCS 25923, E.coli 25922ATCC ont été délivrées par le

laboratoire de microbiologie de I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
3.2 Materiel végetal

Le gombo (Abelmuschus esculentus L.) est une plante séchée a I’air libre d’origine de
Ghardaia. Les gels extraits du fruits de gombo et de la chair de ses tiges (Figure 06) sont
riches en mucilage ont été utilisés comme matrice de fermentation et de conservation a

température ambiante.

La poudre des graines de lin (Linum usitatissinum L.) a été aussi utilisée, ces graines

ont été achetées chez ’herboriste de la ville de Tizi-Ouzou.
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Figure 06 : Matériel végétal A) : graines de lin ; B): tiges et chair des tiges de gombo ; et

C): fruits de gombo coupés en deux.
4. Protocole expérimental
4.1. Préparation du gel de gombo

Tout d’abord les tiges et les fruits de gombo doivent étre bien lavés avant la

préparation du gel afin d’éliminer les résidus de la poussiére.

La macération de la chair des tiges et de morceaux du fruits de gombo dans 1’eau
chaude bouillante a été réalisée pendant 15 minutes. A la fin de la macération, nous avons
obtenu deux liquides visqueux riches en mucilage d’une couleur marron (Figure 07). La
récupération des deux gels de fruits de gombo et de la chair de leur tiges se fait par filtration a

I’aide d’une passoire.

Figure 07 : Gel extrait de tiges et de fruits de gombo. A) : gel extrait de la chair des tiges de
gombo ; B) : gel extrait de fruits de gombo.
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4.2. Préparation de la poudre des graines de lin

Les graines ont été lavées puis séchées a I’air libre afin de se débarrasser d’excés

d’humidité puis broyées a 1’aide d’un broyeur électrique afin d’obtenir une poudre fine (Figure 8).

Figure 08 : Aspect de la poudre de graines de lin.

5. Cinétique de croissance de bactéries lactiques dans les gels élaborés

5.1 .Préparation des précultures

La préculture des bactéries lactiques dans les différentes matrices alimentaires est

présentée dans le tableau ci-dessous

Tableau I11 : Préparation de la préculture des bactéries lactiques dans les différentes matrices
utilisées.
Quantité des Milieu de Temps Température
ferments revivification | d’incubation | d’incubation
Matrice du lait 0,015¢g lait
Matrice de gel de la chair
de tige de gombo
Matrlcz :e (?rilb((j)e fruits ) ore Bouillon Une heure 45°C
g P8 nutritif (BN)
Matrice de gel de la chair
de tige de gombo et la
poudre de graine de lin
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5.2. Essais de coagulation

Le tableau ci-dessous représente les essais de coagulation qui ont été faits sur les 4

mixtures. Dans chaque mixture nous avons réalisé quatre flacons de 50ml, pour chaque

mixture; trois flacons servent a la densité optique et le quatriéme pour suivre la stabilité.

Tableau IV : Essais de coagulation des bactéries lactiques dans les quatre matrices alimentaires.

Quantité de
probiotique | Quantité de prébiotique | Lait Temps de T° de
(préculture) (ml) (ml) | coagulation | coagulation
(ml)
Mixture 1 - 50 ml
50 ml d’extrait de la -
Mixture 2 ) )
chair des tiges de gombo
) 50 ml de gel du fruits de | -
Mixture 3 10 ml
gombo
2h 45°C
50 ml d’extrait de la -
) chair des tiges de gombo
Mixture 4

plus 1g de poudre de

graines de lin

Mixture 1 : lait et les bactéries lactiques; Mixture 2 : gel a base de la chair de la tige de

gombo et les bacteries lactiques ; Mixture 3 : gel de fruits de gombo et les bactéries lactiques ;

Mixture 4 : gel a base de la chair de la tige de gombo, la poudre de graines de lin et les

bactéries lactiques.
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5.3. Mesure de la densité optique (DO)

Nous avons suivi la croissance des bactéries lactiques dans les différentes mixtures en
mesurant la DO & une longueur d’onde égale a 590nm. Les absorbances des différentes
matrices utilisées avant fermentation sont les suivantes :

e Matrice du gel extrait de la chair de la tige de gombo : DO=1,6

e Matrice du gel extrait de la chair de la tige plus la poudre des graines de lin: DO=
0,014

e Matrice du lait : DO=1,07

e Matrice du gel extrait de fruits de gombo : DO= 1,09

Figure 09 : Ensemble des flacons des matrices fermentées A : flacons de mixture de lait et
bactéries lactiques ; 01 : mixture du gel extrait de la chair de la tige et BL ; 02: matrice du gel de

la chair de la tige + les graines de lin+ BL ; 03 : matrice de gel extrait du fruit de gombo +BL.
5.4.Mesure du volume de synérése (lactosérum)

Le volume de synérése obtenu aprés la coagulation des mixtures est séparé des caillés
obtenus, et pipeté a I’aide d’une pipette Pasteur dans une éprouvette de 10 ml (Figure 10).
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Figure 10 : Flacon de mixture du lait et les BL apres 2h de coagulation.
5.5. Séchage et obtention des mixtures en poudres

Les culots obtenus aprés la coagulation des bactéries lactiques dans les différents gels
de prébiotiques ont été séchés dans une étuve a 45°C pendant une durée allant de 24h a 48

heures. Les matieres s€ches obtenues ont été déterminées au moyen d’une balance.
5.6. Observation microscopique

Les poudres des matrices (bactéries lactiques et prébiotiques) ont été revivifiées puis

une coloration vitale a 1’état frais a été réalisée.

Une goutte d’eau physiologique est déposée sur la lame, une petite quantité de la matiére
séche de chaque matrice. a été additionnée et colorée au bleu de méthyléne recouvrir par une

lamelle et d’une goutte d’huile d’immersion et observer le frottis a 1’objectif 100.
5.7. Dénombrement des bactéries lactiques

Principe
Il s’agit de la numérotation des bactéries sur le milieu MRS (aprés le séchage
directement t = 0 et aprés un mois de séchage t = un mois) par 1’étalement des différentes

dilutions de la suspension bactérienne des différentes poudres de mixtures.
Mode opératoire
Préparation des dilutions
Realisation d’une revivification des matieres séches (poudres des mixtures fermentees).

0.015 g de la poudre sont introduits dans 5 ml de bouillon M17 glucosé puis incubés pendant
24h.

Une série de dilutions a été réalisée (10~ a 10~>) pour chaque suspension de mixture
fermentée en poudre. La gélose MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) a été utilisee pour la culture

des Lactobacillus, et le dénombrement des bactéries lactiques.

L’ensemencement en surface a été adopté : pipeter a 1’aide d’une micropipette 0,1 ml

du surnagent des dilutions préparées déja (trois boites pour chaque dilution). Et effectuer un
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étalement en utilisant un rateau, ensuite porter les boites a I’incubation a 45C°pendant 24 h
a48h.

Le milieu M17 glucosé : milieu de culture liquide (bouillon) a été utilisé pour le

dénombrement et pour la revivification de bactéries lactiques.
Lecture et interprétation

Le comptage des colonies pour chaque boite contenant entre 30 et 300 colonies au

maximum a été réalisé.

Le nombre de bactéries par gramme de poudre de mixture a été calculé en utilisant la

formule mathématique suivante :

N = %€
~ Vml (n1+0.1n2)d1

N : nombre d’UFC par gramme de produit initial.

c: somme des colonies des boites dénombrables.

nl : nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue.

n2 : nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue.

d: facteur de la premiére dilution retenue.

V ml: volume de solution déposée par boite.

5.8. Détermination du pH

Le pH des extraits des deux gels utilisés du gombo a été mesuré a 1’aide d’un pH- métre.
6. Dosage des flavonoides

La méthode trichlorure d’aluminium ALCLj3 (Kosalec et al., 2004) a été adoptée pour

quantifier les flavonoides dans les différents extraits des mixtures obtenues.
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Les différentes étapes suivies pour le dosage des flavonoides sont décrites selon le

diagramme suivant :

1 ml de ’extrait de I’échantillon

v

Ajouter 1 ml d’ALCL3 a 2%

v

Incubation pendant 10 min a I’ombre a la température
ambiante

<

Mesure de 1’absorbance a 430 nm

7. Activité anti-oxydante

Principe du test de DPPH

Les radicaux libres comme le DPPH sont reconnus pour accepter un électron ou un
proton pour former des molécules diamagnétiques stables. Le DPPH dissous dans le méthanol
donne une solution colorée en pourpre et réagit avec des molécules réductrices par perte
steechiométrique, la coloration alors change en fonction du nombre d’électrons ou de protons

consommeés (Laguerre et al., 2007 ; Rohan et al.,2018).

La mesure de 1’absorbance se fait par spectrophotometre & 517nm, et le calcule de
pourcentage de piégeage de DPPH est réalisé par la formule suivante :
C — AE

A
P(%) ZTX 100

Avec : AC (absorbance de control DPPH ; AE (absorbance de 1’échantillon aqueux AA ou
éthanolique ETA)
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e Préparation de la solution de DPPH

On mélange 80ml de méthanol avec 20 ml de I’cau distillée et 0,004g de DPPH, on

agite et on couvre avec le papier aluminium.

Figure 11 : Solution de DPPH

e Préparation des extraits

L’ensemble des extraits et des poudres des mixtures (probiotiques et prébiotiques)

préparés ont été soumis au test de DPPH afin d’évaluer leur activité anti oxydante.

Le tableau ci-dessous présente I’ensemble des extraits (aqueux et éthanoliques)
préparés a base des poudres des mixtures (probiotiques et prébiotiques) et les gels (extraits de
la chair des tiges et fruits de gombo), gel de la chair des tiges de gombo enrichie par la poudre

des graines de lin et les mucilages bruts de la chair des tiges et fruits de gombo.
Tableau V : Extraits utilisés dans le test de DPPH

Extraits e 0,25 g de chaque mixture (probiotique et prébiotique) dans 10 ml
aqueux d’eau distillée.

e 0,25 g de mucilage de fruits de gombo dans 10 ml d’eau distillée.

e 0.25g de mucilage de la chair des tiges de gombo dans 10ml d’eau

distillée.
Extraits e 0,25 g de chaque (probiotique et prébiotique) dans 10 ml
éthanoliques d’éthanol.

e 0,25 g de mucilage de fruit de gombo dans 10 ml d’éthanol.

e 0.25g de mucilage de la chair des tiges de gombo dans 10ml
d’éthanol.

Extraits purs | ¢ Mucilage de la chair des tiges de gombo
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e Mucilage de fruits de gombo
» Mode opératoire

Le mode opératoire de I’activité antioxydante est présenté selon le schéma suivant :

0,1ml 2,9ml de
d’extrait DPPH

~.

Incubation a I’obscurité
pendant 30min

Mesure de
I’absorbance a 517nm

Figure 12 : Protocole de réduction de DPPH.

Le blanc de DPPH =1,08nm a 517nm
8. Antibiogramme
Principe

La méthode des disques a été adoptée pour réaliser I’antibiogramme des bactéries
lactiques des mixtures séchées. Les poudres des mixtures (probiotiques et prébiotiques) ont
été revivifiées et ensemencées a la surface de la gélose Mueller —Hinton, un disque pré-
imprégné d’une dose connue d’antibiotique a été déposé a la surface de la gélose.

L’antibiotique diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration minimale
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inhibitrice. Les caractéres de sensibilité ou de résistance de la souche bactérienne en seront
déduits (CASFM, 2019).

Mode opératoire

La revivification des poudres des mixtures (probiotiques et prébiotiques) a été réalisée
dans le bouillon M17 glucosé puis les suspensions ont été incubées pendant 24 h & 42°C.

La standardisation des suspensions bactériennes a été réalisée en respectant une
densité optique comprise entre 0,8 a 0,1.

La réalisation de I’antibiogramme se fait par la préparation de la suspension
bactérienne qui sera suivie par I’ensemencement de cette derniére, on imbibe un écouvillon
stérile, des stries serrés seront réalisés sur toute la surface de la boite de Pétri contenant la

gélose MH.

Par la suite, le dép6t des disques se fait a 1’aide d’une pince stérile toute en respectant

les conditions aseptiques.
Interprétation

Le diametre du cercle autour du disque de I’antibiotique correspond a la zone
d’inhibition des bactéries. Plus le diameétre et petit plus la souche bactérienne est résistante a

I’antibiotique, plus le diamétre est grand plus la souche bactérienne est sensible.
9. Activite antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne de nos gels (gel du fruits de gombo et le gel
extrait de la chair des tiges de gombo) a été effectuée sur 2 souches microbiennes :
Staphylococcus aureus ATCS 25923, et la souche de Escherichia coli 25922ATCC.

Principe

La méthode de diffusion sur gélose a été réalisée en mesurant le diametre de la zone
d’inhibition produite autour des disques apres la durée d’incubation a la température du germe

testé.

Préparation du milieu de culture
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Le milieu de culture utilisé pour le repiquage des bactéries est la gélose Mueller-
Hinton (MH).

Préparation des disques

Des disques de papier Wattman de 6 mm de diametre ont été préparés et mis dans un

tube a essai pour les stériliser dans un autoclave et les garder jusqu’a leur utilisation.
Préparation des précultures

Les souches bactériennes a tester (Staphylococcus aureus ATCS 25923 et Escherichia
coli 25922ATCC) ont été ensemencées sur la gélose nutritive et incubées pendant 18 a 20 h a
37°C.

Standardisation

A partir des pré-cultures réalisées un prélévement a 1’aide d’une pipette Pasteur de est
realiser pour quelques colonies des souches utilisées ,et introduites dans 10ml d’eau
physiologique stérile pour avoir une suspension bactérienne bien homogénéisée et d’une
densité optique comprise entre 0,8 et 0,1 a une longueur d’onde 620 nm selon Benhamou et
al. (2008).

Mode opératoire

Les disques préparés ont été imbibés de 10 pl de chaque gel (extrait de la chair des
tiges et du fruit de gombo).

La gélose Mueller-Hinton stérile a été coulée dans des boites de Pétri de 90 mm de

diametre jusqu'a une épaisseur de 4 mm puis laisser refroidir.

Les boites de Pétri ont été ensemencées par les souches bactériennes isolées
(Staphylococcus aureus ATCS 25923 et Escherichia coli 25922ATCC) par écouvillonnage a
I’aide d’un écouvillon stérile, en tournant chaque fois la boite environ 60° de telle sorte a

assurer une distribution homogeéne des bacteries.

A I’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les gels (extraits de

la chair des tiges et du fruits de gombo) a tester ont été déposés a la surface de la gélose.
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Les boites sont incubées dans une étuve de 37°C pendant 18 a 20 h.
Interprétation des résultats

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition, qui représente la

sensibilité des souches vis-a-vis des gels (Ponce et al., 2003).
Souche dite résistante : diamétre <a 0,8 cm

Souche sensible : diamétre compris entre 0,9 et 1,4 cm
Souche tres sensible : diametre compris entre 1,5 et 1,9 cm

Souche extrémement sensible : diametre > a 2,0 cm.

10.Analyse des groupements fonctionnels par IR

La spectroscopie Infra-Rouge permet l'identification des groupements fonctionnels
dans le but déterminer de la composition d'un échantillon.

Dans notre cas, toutes les mixtures (prébiotiques et probiotiques) en poudres ont été
analysées par IR afin de détecter la structure et la composition biochimique de bactéries
lactiques en présence des groupements fonctionnels des matrices de prébiotiques utilisées et

en présence du lait.
11.Analyse de la microstructure par le MEB

La microstructure des poudres de mixtures (probiotiques et prébiotiques) stockées a
température ambiante durant un mois a été réalisée en utilisant le Microscope Electronique a
Balayage environnemental (MEB) de marque Philips Electro-scan avec un grossissement de
1000x, 250x et 100x%, sous pression de 0,7 & 0,8 torr, une accélération du faisceau d’électron

de 20 keV et a une température de 20°C.

Cette analyse a pour but de montrer I’impact de prébiotique et le séchage appliqué sur

la morphologie des probiotiques (bactéries lactiques).
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Les résultats de certains parametres biochimiques des mixtures pré-biotiques et

bactéries lactiques élaborées sont résumés dans le tableau V1 et la figure 13.

Tableau VI : Certains parameétres biochimiques des mixtures prébiotiques et bactéries

lactiques
Températur
0,
Temps de | Volume de DO n y A) o Taux (_je e de séchage
. s s d’inhibitio | Flavonoides
coagulatio | synérese max a max n du (mg EQ/g et de
- - _l -
n (min) (ml) 595nm | (min™) DPPH Extrait) coa%g(l:a)tlon
. 0,6166 0.01 0,264 0,41
Mixture 1 15 10 +0,1814 +0,0382 +0,338
. 0,89 0,233 1,566
Mixture 2 40 / +£0,39 0.073 £0.1977 £0,057
. 0,55 0,227 1,4
Mixture 3 30 / £0,55 0.083 +£0,0285 £0.1 45
. 0,89 0,233 1,566
Mixture 4 20 / +£0,39 0.073 £0.1977 £0,057
. 0,305 1,375
Référence / / / / +0,0244 +0.0353

M1 : matrice du lait + bactéries lactiques

M2 : matrice du gel extrait de la chair de tiges de gombo+ bactéries lactiques

M3: matrice du gel de fruits de gombo + bactéries lactiques

M4 : matrice du gel extrait de chair des tiges de gombo et de la poudre des graines de lin +

bactéries lactiques.
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1. Résultats de croissance des bactéries lactiques dans les différentes matrices
alimentaires

DO 595 nm
1,6 -

14 =M1 =l=—M2 M3 === M4
1,2
1
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Temps
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Courbe de croissance des bactéries lactiques dans les différentes
matrices

Figure 13 : Courbes de croissance des bactéries lactiques dans les différentes matrices.

M1 : matrice du lait + bactéries lactiques
M2 : matrice du gel extrait de la chair de tiges de gombo+ bactéries lactiques
M3 : matrice du gel de fruits de gombo + bactéries lactiques

M4 : matrice du gel extrait de chair des tiges de gombo et de la poudre des graines de lin +

bactéries lactiques.

Nous avons constaté une augmentation de la densité optique des bactéries lactiques
en fonction du temps, dans les différentes matrices de prébiotiques. Le suivi de la croissance
a permis de déterminer les phases de la croissance (latence, d’accélération, exponentielle et
stationnaire), et la vitesse spécifiqgue maximale de la croissance des bactéries lactiques qui a

été déterminée pendant la phase exponentielle en utilisant les courbes semi-logarithmiques

(InD02-InD01)

prarraml! la DO max des bactéries lactiques.

selon I’équation suivante : pmax =

Nous remarquons d’apres la figure 13, qu’une DO max=1,32 a été observée chez les

bactéries lactiques fermentées dans la matrice gel extrait des tiges de gombo (M2) durant une
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durée de 40 min, tandis que, dans les autres matrices sont enregistrées des valeurs moyennes
de DO M4 (DOmax=0,9), M1 (DO max=0,6) et M3 (DOmax=0,58).

Les bactéries lactiques présentent des vitesses de croissance presque similaires
(umax= 1.32 min™* et umax= 0.9 min™) en utilisant les matrices M2 et M4. Par contre, elles
présentent des taux de croissance faibles (umax=0.6 min? et pmax=0.58 min™)
respectivement en utilisant les matrices M1 et M3. En comparent nos résultats & ceux de
Benahmed Djilali et al. (2018) qui ont travaillé sur I'extrait et la poudre de feuilles de vigne
testés pour leur potentiel prébiotique et les ferments lactiques comme probiotiques qui ont
démontré que la fermentation s'est achevée plus rapidement dans les échantillons
supplémentés en extraits végétaux que dans le témoin qui est le lait, et ’ajout du mélange de
bactéries lactiques avec de la poudre de vigne a provoqué une réduction du temps de

coagulation de 70 a 85% par rapport a I’utilisation de bactéries lactiques seules.

2. Résultats de tenure en flavonoides des différentes mixtures

Concentration de la quercetine en (mg EQ /g
Extrait)
25

20 -

15 -
H Concentration de la quercetine
10 A en (mg EQ /g Extrait)
0 T T T T

Référence Mixturel Mixture2  Mixture3 Mixture 4

Figure 14 : Histogramme des concentrations en flavonoides des différentes matrices

fermentées estimées en (mg Equivalent Quercetine /g d’extrait)

Mixture 1 : le lait +BL ; mixture 2 : gel de la chair de tige de gombo+ BL ; mixture 3 : gel de
fruits de gombo +BL ; mixture 4 : gel de la chair de tige de gombo et la poudre de graines de

lin + BL ; Référence : bactéries lactiques.

Les résultats de la figure 14 montrent que, les deux mixtures (3 et 4) possedent des
concentrations importantes en flavonoides qui sont respectivement (15,27 (mg EQ/qg) et 16,97
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(mg EQ/Q)). Nos résultats confirment 1’étude de Liao et al. (2012) qui ont montré que les
différentes parties d’Abelmoscus esculentus contiennent des composés phénoliques et des
flavonoides. Les graines de lin sont aussi plus riches en flavonoides par apport a I’extrait de la
graine de Nigella sativa. Les deux autres mixtures (1 et 2) possedent des valeurs 4,76(mg
EQ/g) et 6,35(mg EQ/g) respectivement. La présence des flavonoides dans I’échantillon de
référence avec une valeur de 14,95 (mg EQ/g) est justifié¢e par la présence d’un agent

cryoprotecteur utilisé pour la conservation des bactéries lactiques qui est d’origine végétale.

3. Résultats de I’activité antioxydante

rendement extrait aqueux%

82,00% -

80,00% -
78,00% -
76,00% -
74,00% - H rendement extrait aqueux%
72,00% -
70,00% —j
68,00% - T T T T T T )
R M1 M2 M3 M4

Figure 15 : Inhibition du radical DPPH (%) par les extraits aqueux des mixtures.

M 1:lelait+ BL ; M 2 : gel de la chair de tige de gombo + BL ; M3 : gel de fruits de gombo
+BL ; M 4 : gel de la chair de tige de gombo et la poudre de graines de lin + BL ; R : bactéries

lactiques.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de piégeage de radical libre DPPH en
fonction de la concentration des extraits des échantillons qui ont permis d’obtenir la
concentration de 1’extrait pour laquelle 50% de radical de DPPH est piége. Solon les résultats
de la figure 15 on a remarqué que les quatre mixtures (M1, M2, M3, M4) ont une activité
antioxydante similaire qui pourraient étre suggérés pour leur utilisation en agroalimentaire,
en cosmétique et en industrie pharmaceutique. Notamment, 1’extrait aqueux de mucilage de
fruits de gombo présente le meilleur pourcentage de réduction du DPPH qui égale a 90.71%.

Nos resultats sont comparables a d’autres travaux réalisés sur 1’activité antiradicalaire
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d’extraits des plantes par Mansouri et al. (2005); Bet et al. (2005) ; Samaniego sanchez et al.
(2007). Ces auteurs ont montré 1’existence d’une corrélation entre le pouvoir antiradicalaire et
la teneur en composés phénoliques et ces derniers sont reconnus comme des substances

potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires.
4. Résultats de séchage des quatre mixtures

L’aspect des poudres des mixtures fermentées est présenté dans la figure ci-dessous.

Figure 16 : ensemble de poudres obtenues. Dont 1 : Poudre de mixture de lait+ BL ; 2 :
Poudre de la mixture de gel de la chair de tige de gombo + BL ; 3 : Poudre de la mixture de
gel de fruit de gombo et les BL poudre de mixture de lait + BL ; 4 : Poudre de la mixture de la

chair de tige de gombo et la poudre des graines de lin + BL.

Nous remarquons d’apres la figure 16 que la mixture M1 (lait plus bactéries lactiques)
présente une couleur blanche. Cependant les autres mixtures fermentées possédent une

couleur marron lié & la couleur initiale des gels utilisés.
5. Résultat de I’observation microscopique des bactéries lactiques des mixtures

L’observation microscopique des mixtures fermentées obtenues a démontré que, les
bactéries lactiques fermentées dans les prébiotiques sont viables sous forme de cocci et
batonnet. L’observation a été effectuée le premier jour de 1’obtention des poudres puis apres
un mois de conservation a température ambiante. La figure 17 représente 1’observation des

bactéries lactiques a t = 0.
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un mdixtuterdpdeiturBhnebBritd/lixture des extraits de la chair de tige de gombo+BL sous le
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microscope

Figure 18 : Observation microscopique des mixtures fermentées et conservées un mois a
température ambiante A : Mixture du lait + BL et B : Mixture des extraits de la chair des tiges

de gombo + BL.

6. Résultats de denombrement des bacteries lactiques

Les résultats du dénombrement des bactéries lactiques apres le séchage et la

conservation a température ambiante durant un mois sont représentés dans le tableau VII.

Tableau VII : Nombre d’UFC/g des bactéries lactiques dans les mixtures en poudres aprés un

mois de conservation a température ambiante.

Nombre d’UFC par gramme de produit initial
1072/1073 1073/107* 107%/107°
Mixture 1 3x10° UFC/g 1,5 x 106UFC/g 7,27x10°UFC/g
Mixture 2 _ 4,09x10°UFC/g 2,16x107UFC/g
6 7
Mixture 3 _ 3,2x10°UFCl/g 2,1x10"UFClg
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Mixture 4 3.19x10°UFC/g 3,21x10°UFC/g 1,17x107UFClg

Mixturel : lait et les BL; Mixture 2 : extrait de la chair des tiges de gombo et les BL,
Mixture 3 : gel de fruits de gombo et les BL, Mixture 4 : extrait de la chair des tiges de

gombo et la poudre des graines de lin et les BL.

Les résultats obtenus révelent que les bactéries lactiques sont disponibles en
concentrations élevées dans les différentes matrices aprés un mois de stabilité & température

ambiante (Figure 19).

N

-

Figure 19 : Observation des bactéries lactiques de mixture de gel de la chair de tige de gombo
et les BL.

7. Résultats du pH

Les deux gels préparés a base de fruits et de la chair de tige de gombo sont neutres

avec de valeurs de 7,08 et 7,16 respectivement.
8. Résultats de I’antibiogramme

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que les bactéries lactiques des mixtures

fermentées sont résistantes contre 1’antibiotique oxacilline.

9. Résultats de ’activité antimicrobienne
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Les résultats de I’activité antimicrobienne montrent que, nos gels (de fruits de gombo
et ’extrait de la chair des tiges de gombo) n’ont aucun effet inhibiteur vis-a-vis de toutes les
souches (S.aureus ATCS 25923, et Escherichia coli ATCC 25922) testées.

L’absence de zones d’inhibition de ces souches est probablement due a la quantité testée
(10 ul) qui est insuffisante pour inhiber ces souches résistantes. De plus, la richesse de nos gels

en protéines et en glucides aussi peut favoriser la croissance des souches bactériennes testées.

La méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antibactérienne pourrait influencer
aussi sur les résultats. Natarajan et al. (2005) et Fazeli et al. (2007) ont constaté que la
méthode de diffusion a partir des puits sur gélose est plus adaptée pour 1I’étude de I’activité

dans le cas des extraits aqueux et éthanolique, que la méthode de diffusion en milieu gélosé.

10. Résultat d’analyse des groupements fonctionnels par IR

Les spectres de I’ensemble des mixtures sont les mémes, les mémes longueurs d’ondes
d’absorption sont observées avec une légére différence d’intensité. Nous pouvons dire que, les

différentes matrices ont préservé 1’intégrité des bactéries lactiques.
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Figure 20 : Spectres d’Infrarouge des mixtures fermentées.

F : mixture de gel de fruit de gombo et les BL ; G : mixture de la chair de tige de gombo et
les BL ; L : mixture de lait et les BL ; P : mixture de la chair de tige de gombo avec la

Tableau VIII :

fermentée a base de bactéries lactiques et du gel de fruits de gombo.

poudre des graines de lin et les BL ; R : ferments lactiques (référence).

Frequences caracteristiques des groupements ftonctionnels de mixture

Freque_rllce Liaison Groupe et Intensite Type _de Observations

v (cm™) groupements | relative vibration
1716,6 C=0 Cétone F (Fort) | A (Allongement) | Cétones a I’¢état liquide
1608,63 Cc=C Noyau benzene | m A (Allongement)| Si la substitution est
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substitue (moyen) complexe la fréquence
Hydrocarbures change légérement
aromatiques
mononucléaires

1365,60 C-H -(CHg),- m Doublet de méme
Hydrocarbures | (moyen) intensité
aliphatique a D (Déformation)
chaines
ramifiées

1226,73 N-H Bandes m / Amides secondaires
caractéristiques | (moyen)
Amides
primaires,
secondaire et
tertiaires

1037,70 C-O Al_coo_l F (Fort) A (Allongement) i
primaire

528,50 / / / / 1

516,92 / / / / 1

486,06 / / / Non disponible dans la
Hydrocarbures bonde IR utilisee
linéaires a D (Déformation)
chaines
linéaires

474,49 / / / Non disponible dans la
Hydrocarbures bonde IR utilisée
linéaires a D (Déformation)
chaines
linéaires

416,62 / Chlorophylle / / 1

Tableau IX : Fréquences caractéristiques des groupements fonctionnels de mixture fermentée a

base de bactéries lactiques et du gel de la chair de tige de gombo.

Fréquences
v (cm™)

Liaison

Groupe et
groupements

Intensité
relative

Type de
vibration

Observations
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3363,86 N-H Aminoacides E(Fort) |/ Sels métalliques. 2
et leurs sels bandes
1712,79 C=0 chl(;'écriydes F (Fort) A (Allongement) Groupe C=0 arylé
1585,49 0-C=0 | Acide _ F (Fort) A (Allongement) 1
Carboxylique
1408,04 C-H -CH,- F(Fort) |D,c Groupe méthylique
Cétones (Déformation, situé en o du groupe
cissoring) carbonyle
1226,73 N-H Bandes m (moyen) Amides secondaires
caractéristiques
Amides /
primaires,
secondaire et
tertiaires
1045,42 C-O Al_coo_l F (Fort) A (Allongement) 1
primaire
509,21 / / / / I
497,63 / / / Non disponible dans
Hydrocarbures la bonde IR utilisée
linéaires a D (Déformation)
chaines
linéaires
466,77 / / / Non disponible dans
Hydrocarbures la bonde IR utilisée
linéaires a D (Déformation)
chaines
linéaires
451,34- / / / I
432,05- Chlorophylle
424,34

Tableau X : Fréquences caractéristiques des groupements fonctionnels de mixture fermentée

de bactéries lactiques et du gel de la chair de tige de gombo et la poudre des graines de lin.

Frequeplces Liaison Groupe et Inten§|te Type _de Observations
v (cm™) groupements relative vibration
2924,09 O-H Algools et f (faible) A (Allongement) Groqpfe hydroxyle\lle
Phénols par liaison hydrogéne
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intramoléculaire (eau
lige)

1716,65 C=0 Cétones F (Fort) Cétones aliphatiques

A (Allongement) ou cy_cliques a pl'u's de
6 chainons en milieu
polaire

1369,46 C-H CH3 m Doublet de méme

| (moyen) intensité
-CH,
|
CHs D (Déformation)
Hydrocarbures
aliphatiques a
chaines
ramifiées
1226,73 N-H Bandes m Amides secondaires
caractéristiques | (moyen)
Amides
primaires,
secondaire et
tertiaires
1091,71 0-C C-0-C F (Fort) A a Ethers aliphatique
Ethers (Allongement,
assymétrique)
528,50 / / / I
516,92 / / / 1
497,63 / Hydrocarbures | / Non disponible dans
Iiné_aires a D (Déformation) la bonde IR utilisée
chaines
linéaires

478 / Hydrocarbures | / Non disponible dans
Iiné_aires a D (Déformation) la bonde IR utilisée
chaines
linéaires

451,34- / / 1

jﬁg‘;’ Chlorophylle

424,34-

Tableau XI: Fréquences caractéristiques des groupements fonctionnels de mixture fermentée

a base de bacteéries lactiques et du lait.

Freque_rllce Liaison Groupe et Inten§|te Type _de Observations
v (cm™) groupements relative vibration

2920,23- O-H Alcools et f (faible) Groupe hydroxyle

2854,65 Phénols A (Allongement) lié par liaison
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hydrogene
intramoléculaire (eau
liée)

1716,65 C=0 Cétones F (Fort) Cétones aliphatiques
ou cycliques a plus

A (Allongement) | ge 6 chainons en
milieu polaire

1620,21- N-H NH; m / Amino-acides

1539,20 Aminoacides et | (moyen) dipolaires forme

leurs sels libre

1415,75 C-H -CH=CH,- f (faible) Déformation dans le

Hydrocarbure (Deformation) plan de —-CH2
éthylénique

1365,60 C-H -(chs),- m Doublet de méme

Hydrocarbures | (moyen) intensité
aliphatiques a D (Deéformation)

chaines

ramifiées

1323,17 C-O Acit:ies ' F (Fort) A (Allongement) i

carboxyliques

1226,73 N-H Bandes m Amides secondaires

caractéristiques | (moyen)

Amides /

primaires,

secondaire et

tertiaires
1165,00 C-H CHjs F (Fort) I

I
-CH
I

CHs D(Déformation)

Hydrocarbures

aliphatiques a

chaines

ramifiées
1114,86 C-O0 Alcool F (Fort) i

fﬁ: %’;??'éf A(Allongement)

Phénols
1091,71- O-C C-0-C F (Fort) A a Ethers aliphatiques
1068,56 Ethers et (Allongement,

peroxydes assymétrique)
1033,85 C-O0 Al_coo_l F (Fort) A(Allongement) 1

primaire
898,83- C-H substitution 1, | m Déformation en
875,68 3,5 (moyen) D (Déformation) dehors du plan

Hydrocarbures

aromatiques
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mononucléaires

601,79 C-H -C=H F (Fort) A ne pas confondre
Hydrocarbures avec N-H (large)
acétyléniques D (Déformation)

(non
symétriques)

489,92 / Hydrocarbures | / Non disponible dans
Iiné'aires a D (Déformation) la bonde IR utilisée
chaines
linéaires

451,34- / chlorophylle / /

432,05- /

412,77

Tableau XI11: Fréquences caractéristiques des groupements fonctionnels des ferments lactiques.

Fréque_rllce Liaison Groupe et Inten_sité 'I_'ype _de Observations
v (cm™) groupements | relative vibration
3518,16 N-H NH; libre F (Fort) NH2 libre d’amides
Amide primaire, A (Allongement) primaires
secondaire et
tertiaires
1577,77 [O- Acides F(Fort) |A a i
C=0] carboxyliques (Allongement,
assymetrique)
1346,31 C-O Acides _ F (Fort) A (Allongement) i
carboxyliques
1041,56 C-O Alcool primaire | F (Fort) | A (Allongement) | /Il
921,97 C-H Hydrocarbures |/ Sans intérét
Ll;}:ﬁ:ggs a A (Allongement)
linéaires
513,07 / / / / I
493,78 / Hydrocarbures |/ Non disponible dans
Iiné_aires a D (Déformation) la bonde IR utilisée
chaines
linéaires
486,06 / Hydrocarbures |/ Non disponible dans
Iiné_aires a D (Déformation) la bonde IR utilisée
chaines
linéaires
443,63- / chlorophylle / / 1
420,48

Nous avons résumé la comparaison des Cing tableaux de I’infrarouge dans le tableau

X111 suivant :
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Tableau X111 : Comparaison des Cing tableaux de fréquences caractéristiques des groupements

fonctionnels des mixtures fermentées.

Mémes groupements Autres groupements
Mixture 1 | Alcools et Phénols ; NH2 Aminoacides et leurs sels,
Hydrocarbures linéaires a | -CH=CH,- Hydrocarbure éthylénique, -(chs).-
chaines linéaires ; Hydrocarbures aliphatiques a chaines ramifiées,
chlorophylle CHs
I
-CH
I
CH3

Hydrocarbures aliphatiques a chaines ramifiées,
Acides carboxyliques, substitution 1, 3,5
Hydrocarbures aromatiques mononucléaires, -
C=H

Hydrocarbures acétyléniques (non symétriques),
C-0-C

Ethers et peroxydes, Cétones, Bandes
caractéristiques

Amides primaires, secondaire et tertiaires.

Mixture 2 Aminoacides et leurs sels, Aldéhydes —-CHO,
Acide Carboxylique, Cétones, Bandes
caractéristiques Amides primaires, secondaire et
tertiaires.

Mixture 3 (CHs)2- Hydrocarbures aliphatique a chaines
ramifiées,

Noyau benzéne substitue Hydrocarbures
aromatiques mononucléaires, Cétone, Bandes
caractéristiques Amides primaires, secondaire et
tertiaires.

Mixture 4 CHs
I
-CH;
I
CHjs
Hydrocarbures aliphatiques a chaines ramifiées,
C-0-C
Ethers, Cétones, Bandes caractéristiques
Amides primaires, secondaire et tertiaires.

Référence Acides carboxyliques, NH; libre
Amide primaire, secondaire et tertiaires.
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Selon le tableau XIII nous constatons que, les quatre mixtures fermentées possédent
trois groupements (Alcools et Phénols, Hydrocarbures linéaires a chaine linéaires et

Chlorophylle) qui constituent les bactéries lactiques.

Aussi, les groupements Cétones et Amides primaires, secondaires et tertiaires (bandes
caractéristiques) constituent les quatre mixtures fermentées M1 M2, M3 et M4. Ainsi le
groupement Hydrocarbure aliphatique & chaines ramifiées constitue les mixtures M1, M3 et M
4 ; également le groupement Acide carboxylique constitue la mixture M2.

La présence d’autres groupements dans les mixtures est liée a la composition de

chaque matrice utilisée.

11. Résultats d’analyse de la microstructure par le MEB

L’analyse de MEB (Figure 21) nous a démontré que la structure des bactéries lactiques
est la méme pour I’ensemble des matrices (le lait, extrait de la chair des tiges de gombo, le

gel de fruit de gombo, extrait de la chair des tiges de gombo plus la poudre des graines de lin).

Nous remarguons que, les bactéries lactiques sont emprisonnées dans une matrice de

polymere non poreux qui est similaire a celle des bactéries lactiques de référence (lyophilisées)

Nous pouvons conclure que les gels de fruit ou de la chair de gombo peuvent étre

utilisés comme agents protecteurs des bactéries lactiques et d’autres bactéries.
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Figure 21 : Microstructures des bactéries lactiques dans les différentes mixtures.

R : référence des bactéries lactiques ; L : lait et bactéries lactiques ; G : gel de la chair de tige
de gombo et bactéries lactiques ; P : gel de la chair de tige de gombo avec la poudre de

graines de lin et bactéries lactiques ; F : gel de fruit de gombo et bactéries lactiques.

12. Essais de coagulations apres trois mois de conservation a température

ambiante

Nous avons refait des essais de coagulation pour les trois mixtures fermentées motionnées
dans le tableau XIV dans le lait pendant deux heurs a 45°C pour confirmer que les bactéries

lactiques conservées dans les trois matrices a température ambiante sont toujours viables.

Les résultats de coagulation sont positifs pour la mixture fermentée dans le gel de fruit
de gombo et les bactéries lactiques qui a coagulé au bout d’une heure et demi ; et pour les deux
autres mixtures fermentées on elle juste commenceé a coaguler le lait au bout d’une heure et 45
minutes pour la mixture fermentée de gel de tige de gombo et la poudre des graines de lin + BL
et deux heurs pour la mixture fermentée de gel de tige de gombo + BL. Cela signifie que les
matrices prébiotiques ont bien conservé les probiotiques (bactéries lactiques) a température

ambiante apres trois mois.
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Tableau X1V : Essais de coagulation des mixtures fermentées dans le lait aprés trois mois de

conservation.

Temps (.je La température
coagulation

Apreés 1h et 30
min

Mixture 3

fermentée de gel

de fruit de

gombo + BL
Aprés 2h le laita
commencé la
coagulation

Mixture 2

fermentée de gel

de tige de

gombo + BL

45 °C

Apres 1h et 45
min le lait a

Mixture 4 commence la

fermentée de gel coagulation

de tige de

gombo + graines

de lin +BL
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Conclusion

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a etudier la possibilité de
fermenter les bactéries lactiques dans des matrices de prebiotiques (gels extraits de tiges,
fruits de gombo et la poudre des graines de lin). La stabilité des mixtures fermentées a

température ambiante a été aussi étudiée.

Les résultats obtenus montrent que, les bactéries lactiques ont une croissance élevee dans

les gels des tiges de gombo et de la chair de tige de gombo plus la poudre des graines de lin.

L’évaluation du potentiel antioxydant a révélé que, la mixture fermentée a base du
mucilage de fruit de gombo possede un meilleur pouvoir antioxydant (90,71%) en comparant

aux autres mixtures.

Le dosage des flavonoides des extraits de bactéries lactiques lyophilisées et les
différentes mixtures élaborées a montré la présence des concentrations élevées dans les
mixtures a base de gel de la chair de tige de gombo et de gel de la chair de tige de gombo plus

la poudre des graines de lin en comparant avec les autres mixtures.

Les bactéries lactiques des différentes mixtures sont résistantes vis-a-vis de
I’antibiotique oxacilline et elles sont stables dans les différentes matrices apres séchage et

stockage a température ambiante durant 1mois.

L’analyse par MEB révéle la présence des bactéries lactiques dans les mixtures

fermentées dans un polymere non poreux.

Comme perspectives de cette étude, il serait intéressant de développer d’autres

propriétés biologiques des bactéries obtenues (structure des protéines).
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Annexes 01: Matériel et réactifs utilisés pour 1’analyse phisico-chimique.

Appareillage Verrerie Milieux et Reéactifs | Autres instruments
pH métre Pipettes graduées | Milieu MRS Spatule
Spectrophotomeétre Tubes a essai Bouillon M17 Papier aluminium
Agitateur Béchers glucosé Papier film
magnétique Eprouvettes Bouillon nutritif BN Papier watman
Etuves Entonnoir Trichlorure d’alumiume | Portoirs
Refrigérateur Flacons AICI3 Compresses stériles
Plaque chauffante Cuves Ethanol Ecouvillons
Bain marie Fioles Méthanol Anse a boucle
Autoclave Erlen Meyer DPPH Micropipette

bec benzene

Boites de pétri
Pipettes Pasteur

Lames

Embouts
Pince

Gants stériles
Seringues
Disques

d’antibiotiques
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Annexe 02 : Préparation de la gamme d’étalonnage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCIs en utilisant comme

standard la quercetine, les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg EQ/g d’extrait.

1,4 - y =0,0942x - 0,0387
R*=0,9982

¢ DO
—— Linéaire (DO)

DO (430 nm)

5 10 15

Concentration de la quercetine en ( mg EQ/g Extrait)

Expression des résultats

La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercetine par

gramme de poids sec de 1’extrait.

Annexe 03 : Ensemble des boites de 1’antibiogramme.

Dont: L : mixture de lait et les BL; R : référence bactérie lactique ; P : mixture extrait
de chaire des tiges de gombo plus grain de lin et les BL; F : mixture gel de fruit de gombo et
les BL; G: mixture extrait de chaire des tiges de gombo et les BL.
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Annexe 04 : Ensemble des boites de 1’activité antimicrobienne.




