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Les jus de fruits, en particulier le jus de carotte, sont appréciés pour leur richesse en
vitamines et en antioxydants, en 2025, la quantit¢ de jus de carotte consommée dans le
monde est estimée a environ 2.1 milliard de litres, ce qui représente une part significative

du marché mondial des jus de légumes (Market Reasearch Future, 2024).

Cependant, leur forte teneur en eau et en nutriments favorise le développement

microbien, limitant ainsi leur durée de conservation.

lls sont particulierement sensibles a ce type de contamination microbienne. Riche en
nutriments, leur pH relativement bas n’empéche pas toujours la survie de -certaines
bactéries pathogenes, notamment Escherichia coli responsable de nombreuses toxi-
infections alimentaires a travers le monde. Cette contamination peut survenir a différentes
étapes : recolte, transformation ou stockage (Chapman, 2000 ; Dungan et Leytem,
2013).

Pour assurer la sécurité microbiologique de jus, des traitements thermiques tels que
la pasteurisation sont classiqguement appliqués. Bien que ces procédés soient efficaces pour
inactiver les micro-organismes, ils peuvent entrainer des altérations de la qualité
sensorielle, nutritionnelle ou physico-chimique des produits (Lauteri et al.,2023). En
réponse a ces limites, plusieurs techniques non thermiques émergent, telles que les champs
électriques pulsés (Gurtler et al., 2010), I'ozonation (Patil et al., 2009) ou le plasma froid
(Dasan et Boyaci, 2018). Toutefois, certaines de ces méthodes présentent encore des défis

en termes de cofit, de faisabilit¢ industriclle ou d’impact environnemental (Levy, 2010).

Dans ce contexte, la contamination des jus de fruits, notamment du jus de carotte,
par E. coli constitue un enjeu de sécurité sanitaire. Les limites des traitements traditionnels
soulignent la nécessité de méthodes de conservation alternatives, efficaces et respectueuses

de la qualité des aliments.

Parmi ces alternatives, les ultrasons représentent une technologie physique non
thermique prometteuse. Elle est basée sur des phénoménes de cavitation, de micro-courants
et de génération de radicaux libres, cette méthode permettrait d’endommager la membrane
cellulaire des bactéries, réduisant ainsi leur viabilit¢ (Chemat et al .,2011 ;Gallo et al.,
2018).

Des études récentes ont montré que les ultrasons peuvent efficacement inactiver

divers micro-organismes dans des matrices liquides comme les jus de fruits, tout en
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minimisant les pertes de qualit¢ (Ferrario et al., 2015), néanmoins, peu de travaux se sont
penchés sur leffet durant le stockage des jus traités, phase critique ou une reprise de

croissance bactérienne résiduelle pourrait survenir.

Dans ce contexte, cette étude vise a évaluer 'impact d’un traitement par ultrasons
sur la survie et la croissance d’E. coli dans le jus de carotte durant le stockage. L’étude
permettra également de déterminer les paramétres opératoires influents (puissance, durée,

température), et d’en mesurer les effets sur la qualit¢é microbiologique du produit.
La présente étude se devise en trois chapitres:

. La synthése bibliographique représentée par un chapitre synthétise toutes les
connaissances fondamentales concernant les jus de carotte, incluant leur composition, les
risques microbiologiques associés et les techniques de préservation. Ce chapitre traite
également de la biologie d’E. coli, ainsi que du principe, des applications et des effets des

ultrasons sur les microorganismes et la qualité des jus.

. Deuxiéme chapitre présente de manicre détaillée I'ensemble des outils, protocoles

expérimentaux et approches méthodologiques utilisés pour mener a bien cette étude.

. Le troisieme chapitre regroupe tous les résultats obtenus, accompagnés d'une
analyse critique et d'une discussion approfondie visant a déterminer la portée scientifique

et les implications pratiques.
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I.1. Le jus de carotte
1.1.1. Définition

Le jus de carotte est une boisson obtenue par l'extraction du liquide de carottes
fraiches (Daucus Carota L.). Il est naturellement riche en composés bioactifs, notamment
les caroténoides (comme Ile béta-carotene), et est reconnu pour Ses propriétés
nutritionnelles et ses effets bénéfique sur la santé, ce qui en fait une boisson fonctionnelle

populaire (Ding et liu .,2024).

1.1.2. Composition chimiques et propriétés physico-chimiques du jus de carotte

Le jus de carotte est principalement composé¢ d’eau (environ 90 %), de sucres
simples, de faibles quantités de protéines et de lipides, et se distingue par sa richesse en
béta-carotene, vitamines (C, E, K, B6) et minéraux (potassium, calcium, phosphore)
(tableau 1). 1l présente un pH modérément acide (5,0 a 6,0) et une couleur orange
caractéristique liée aux caroténoides. Cette composition lui confere d’excellentes qualités
nutritionnelles, mais le rend aussi sensible a I'oxydation et au développement microbien

(Sharma et al.,2012).

Tableau I: Composition chimique du jus de carotte (Sharma et al.,2012).

Constituant Quantité moyenne
Eau 86 a4 89 %
Protéines 0,7-1,19/100 g
Lipides 0,2-0,50/100 g
Glucides totaux 6a10,6 g/100 g
Sucres totaux 5,6 ¢/100 g
Fibres 1,2-2,49/100 g
Calcium 34-80 mg/100 g
Fer 0,4-2,2 mg/100 g
Phosphore 25-53 mg/100 g
Sodium 40 mg/100 g
Potassium 240 mg/100 g
Magnésium 9 mg/100 g
Zinc 0,2 mg/100 ¢
Cuivre 0,02 mg/100 g
Thiamine (B1) 0,04 mg/100 g
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Riboflavine (B2) 0,02 mg/100 g
Niacine 0,2 mg/100 ¢
Vitamine C 4 mg/100 g
Caroténoides totaux 6 000 — 54 800 py/100 g
Composés phénoliques (jus violet) 772 +119 mg/L
Nitrates / Nitrites 40/0,41 mg/100 g

1.1.3. Facteurs de contamination microbienne

La contamination microbienne des jus de fruits est fortement conditionnée par les
méthodes de préparation, d'élaboration et de distribution. Les jus produits
industriellement, souvent pasteurisés et ajoutés de conservateurs ou d'agents régulateurs de
pH, respectent globalement les normes microbiologiques.  Toutefois, certains éléments
peuvent causer une contamination persistante, tels que des défauts d'emballage, un
transport ou un stockage inapproprié, ainsi que la survie de micro-organismes capables de
résister a l'acidité et a la chaleur (James et Panchal ., 2021). Certaines analyses ont révélé
la présence d'Enterobacteriaceae dans divers échantillons, tout en respectant les normes

réglementaires (James et Panchal ., 2021).

Le jus de carotte est particulierement sensible a la contamination microbienne, en
raison de la nature des matiéres premieres. Les carottes, cultivées en pleine terre, sont
exposées a de nombreux micro-organismes présents dans le sol (bactéries, levures,
moisissures) qui peuvent étre transférés au jus lors du lavage, de la découpe ou de

I'extraction (Ratajczak et al., 2023).

Malgré des pratiques d’hygiene strictes, le risque de contamination reste éleve,
surtout dans le cas de jus non pasteuris€. Ce risque est aggravé par I'utilisation d’eau non
potable, des équipements mal nettoyés, des carottes abimées ou un stockage inadéquat
(Raybaudi-M assilia et al., 2009).

Par ailleurs, la faible acidité et la richesse nutritionnelle du jus de carotte favorisent
la croissance microbienne, ce qui peut altérer ses qualités organoleptiques et présenter un
danger pour la santé du consommateur Ainsi, la maitrise de la qualité microbiologique du
jus de carotte nécessite une viglance a chaque étape, depuis la récolte jusqu’au
conditionnement, et justifie le recours a des procédés de conservation efficaces pour

garantir la sécurité du produit fini. (Osakuade et al ., 2023 ; Ratajczak et al., 2023).
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I.1.4. Principaux microorganismes retrouveés dans le jus de carotte

Il arrive souvent que les jus de fruits ou de légumes frais soient contaminés par
différents micro-organismes, comme des bactéries, levures et moisissures, en raison d'une
mauvaise gestion hygiénique des fruits, de matériel sale ou d'eau polluée (Hassan et al.,
2023). L'enquéte réalisee a Lahore a révélé la présence réguliere de germes pathogenes tels
gu'Escherichia.coli, Enterobacter spp.,Klebsiella spp., Bacillus spp. et Pseudomonas spp.
dans les jus de carotte, canne a sucre et orange (Hazeefa et al., 2023). Des levures telles
que Candida albicans ainsi que des moisissures résistantes a la chaleur telles que
Byssochlamysfulva et Neosartoryafischerisont a l'origine de la dégradation des jus (Lim et
Ha., 2021 ; Walker et Phillips., 2007).

1.1.5. Risques sanitaires associés a la consommation de jus contaminés

La consommation de jus de fruits en général et de jus de carotte en particulier
contaminés constitue un Vvéritable enjeu de santé publiqgue. La présence de bactéries
pathogénes telles que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibriocholerae ou encore
Streptococcus spp. est susceptible d'entrainer divers troubles, notamment des infections
intestinales, cutanées, des réactions allergiques, voire des inflammations chroniques
(Noumavo et al., 2023 ; Hazeefa et al., 2023 ). Certaines de ces souches présentent
également une résistance aux antibiotiques, ce qui complique la prise en charge
thérapeutique des infections qu’elles provoquent (Choi et al., 2023). Par ailleurs, la
présence de levures comme Candida albicans et de moisissures thermorésistantes, telles
que Byssochlamysfulva, peut altérer les propriétés organoleptiques des jus et représenter un
risque particulier pour les personnes immunodéprimées (Hassan et al., 2023 ; Walker et
Phillips, 2007). Ces risques sont majoritairement liés a une mauvaise hygiene lors de la
préparation, de la manipulation ou du stockage des produits, soulignant I'importance d’une
application rigoureuse des mesures sanitaires tout au long de la chaine de production
(Hazeefa et al., 2023).

1.2. Escherichia coli
1.2.1. Caractéristiques générales d’E.coli

Escherichia coli est une bactérie facultativement anaérobie, de type Gram négatif,
en forme de batonnet qui fait partie de la famille des Enterobacteriaceae (Gomes et al.,
2016). Elle constitue un élément essentiel du microbiote intestinal humain, ou elle exerce
une fonction bénéfique, a lexception des personnes immunodéprimées ou elle peut se

transformer en pathogéne (Kaper et al ., 2004).
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Figure 1 : Escherichia coli sous microscope électronique a balayage (résolution 1 um)
(Henderson, 2019).

1.2.2. Souches pathogénes

E. coli comprend des centaines de souches qui sont catégorisées en fonction de
leurs antigénes de surface : somatiques (O) (Sarowska et al ., 2019 ; Sora et al.,2021 ),
capsulaires (K), flagellaires (H) et fimbriales (F). Ces souches participent a différentes
infections chez 'homme, y compris celles des voies urinaires, les infections de lappareil
digestif et le syndrome hémolytique et urémique (SHU) (Sarowska etal ., 2019).

Certaines souches non pathogénes d'Escherichia coli, comme la souche K-12, sont
largement utilisées en biotechnologie en raison de leur sécurité, de leur profil génétique
bien caractérisé et de leur grande aptitude a étre manipulée génétiquement. Ces souches
sont considérées comme sdres pour les applications de clonage génique (Kuhnert et al.,
1995 ; Maltby et al., 2013). Toutefois, il existe également des souches pathogénes d 'E.
coli, appelées pathotypes diarrhéiques (DEP), qui possedent des facteurs de virulence

spécifiques.

Ces souches sont classées en six grands groupes selon le type d’infection qu’elles

provoquent (Kaper et al., 2004 ; Belemet al., 2022).

Parmi ces pathotypes,: les E. coli entérohémorragiques (EHEC), dont la souche
O157:H7, qui produit la toxine shiga (STEC) et peut provoquer des infections graves par
consommation de viande crue, de lait non pasteurisé ou de légumes contamings ; les E. coli
entéropathogenes (EPEC), cause majeure de diarrhées infantiles dans les pays en
développement ; les E. coli entérotoxigenes (ETEC), responsables de la diarrhée du
voyageur et frequentes chez les enfants des pays du Sud ; les E. coli entéro-invasifs

7
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(EIEC), dont I'infection, touchant principalement le colon, ressemble & la shigellose ; les
E. coli diffusément adhérents (DAEC), impliqués dans les diarrhées infantiles ; et enfin les
E. coli entéroaggrégatis (EAEC ou EAQQEC), exclusivement humains, capables de

provoquer une diarrhée persistante (Sora et al., 2021).

1.2.3. Mécanismes de contamination des jus par E. coli
1.2.3.1. Contamination primaire au champ (pré-récolte)

La contamination peut commencer dés le champ, en particulier quand les fruits qui
tombent au sol, nommés « grounders », touchent des résidus organique animaux porteurs
de I'E.coli O157:H7. Une épidémie bien connue aux Etats-Unis en témoigne, ol du jus de
pomme non pasteurisé fabriqué a partir de pommes tombées au sol a provoqué une
contamination extréme. Cette contamination avant récolte est fréquemment associée a une
gestion inadéquate des champs, la présence d'animaux (tels que les cerfs, bovins,

oiseaux..), ou l'utilisation d'eau non potable pour lirrigation (Cody et al., 1999).

1.2.3.2. Contamination croisée lors de la transformation

Une fois les fruits cueillis, la conversion en jus représente une phase cruciale. Si les
surfaces de travail (extracteurs, couteaux, planches) ou les mains des opérateurs sont
contaminées, il est possible que les agents pathogenes soient transférés de la surface
extérieure des fruits a leur chair. La recherche démontre qu’ E. coli a la capacité de
survivre et d'étre transféré efficacement en cas de manquement des conditions d'hygiene.
Ce phénomeéne est favorisé par un lavage inadéquat des fruits ou l'absence de désinfection
des équipements (Raybaudi-Massilia etal., 2009).

1.2.3.3. Mauvaises pratiques d’hygiéne en milieu artisanal ou commercial

Une contamination fréquente est observée dans les lieux de vente artisanaux ou de
rue, comme a Mexico, ou des échantillons de jus d’orange frais ont révélé la présence de
coliformes fécaux et d’E. coli. Cette contamination provient généralement de [utilisation
d’eau nsalubre pour le lavage des fruits, d'ustensiles mal nettoyés, ou encore du manque
d’hygiéne du personnel (absence de lavage des mains, chiffons sales). Les chercheurs
alertent sur le risque élevé de toxi-infections alimentaires liées a ces pratiques

(Figueroa-Ducoing etal., 2022).

1.2.3.4. Résistance de E. coli aux conditions acides des jus
A inverse des idées préconcues, l'acidité des jus de fruits ne parvient pas a détruire

E. coli O157:H7. Cette variante a une tolérance a lacidité qui lui permet de persister
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plusieurs jours dans des liquides acides tels que le jus d'ananas, méme lorsquelle est
réfrigérée. L'analyse souligne limportance de procédures supplémentaires (telles que la
pasteurisation) pour assurer la sOreté des jus, car l'environnement acide a lui seul ne suffit

pas a éliminer le micro-organisme nuisible (Little etal., 2024).

1.2.3.5. Consequences sanitaires et épidémiologiques

La présence d'E coli, marqueur de la contamination fécale, dans l'eau potable
signifie un danger majeur pour la santé publique dans les régions rurales. Une étude menée
au Bangladesh a mis en évidence une forte corrélation entre la présence d'E. coli et des cas
de diarrhée, notamment chez les enfants de moins de cing ans (hasan et al., 2022). En
Afrique subsaharienne, les mauvaises conditions d’accés a [I'eau potable et a
I’assainissement ont causé 829 000 déces dus a des maladies diarrhéiques en 2016 (Priss-
Ustln et al., 2019).

La pratique de la défécation a I'arr libre et I'utilisation de sources non protégées,
courantes dans les zones étudiées, favorisent cette contamination (Gizaw et al., 2022). Par
ailleurs, le stockage domestique de l'eau sans les normes d'hygiene appropriees favorise la
multiplication des agents pathogenes Ces facteurs mettent en évidence le besoin urgent
d'améliorer lacces a de l'eau potable sire et a des installations sanitaires (Wright et al.,
2004).

1.3. Méthodes classiques de conservation des jus et leurs limites
1.3.1. Traitements thermiques

Il est important de noter que chaque produit alimentaire possede ses propres
caractéristiques physico-chimiques, ce qui implique qu’il nécessite un traitement thermique
spécifique. La température et la durée optimales varient selon la nature du jus, sa teneur en
sucre, en acide, et sa charge microbienne initiale. Un traitement trop intense peut altérer la
qualit¢ nutritionnelle et sensorielle du produit, tandis qu’un traitement insuffisant peut ne

pas garantir la sécurité microbiologique souhaitée (Kharat et al., 2023).

1.3.1.1. Pasteurisation a basse température et longue durée (LTLT)

Elle est effectuée a 63 °C pendant 30 minutes, la pasteurisation LTLT permet de
préserver la qualité sensorielle des produits, mais peut entrainer une perte notable de
vitamines sensibles & la chaleur comme la C, B6 et B9. Cette réduction a été notamment
observée dans le lait maternel, affectant ainsi sa valeur nutritionnelle (MacDonald et al.,
2011).
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1.3.1.2. Pasteurisation a haute température et courte durée (HTST)

Le traitement HTST est réalisé a 72-74°C pendant 15 a 20 secondes. Il est
spécifiquement congu pour inactiver Coxiella burnetii, une bactérie trés résistante a la
chaleur, considérée comme le microorganisme de référence pour ce procédé (Rabbani et
al., 2025).

1.3.1.3. La stérilisation
La stérilisation est un traitement intensif effectué a 110-125°C pendant 10 a 20
minutes ou a 125°C pendant 5 minutes. Elle élimine toutes les bactéries non sporulées,

mais n'est pas toujours suffisante contre les spores tres résistantes (Rabbani et al.,2025).

1.3.1.4. UHT - Traitement a ultra-haute température
- Chauffage indirect
Ce procédé chauffe le produit a des températures de 130 a 145°C pendant 5 a 20
secondes. Il permet de détruire des agents pathogenes trés résistants comme Clostridium
botulinum, Coxiella burnetii et les endospores bactériennes, tout en limitant le contact

direct avec la source de chaleur (Rabbani et al.,2025).

- Chauffage direct
Dans ce cas, les aliments sont exposés directement a une vapeur trés chaude, entre
142 et 150°C, pendant 2 a 6 secondes. Ce traitement élimine les spores bactériennes
thermorésistantes tout en réduisant la dégradation chimique du produit, notamment au

niveau du go(t et des nutriments (Rabbani et al., 2025).

1.3.1.5. ISI - Innovative Steam Injection

Ce procédé innovant repose sur linjection de vapeur a trés haute température (160—
180 °C) pendant une durée extrémement courte (0,1 seconde). Il est spécifiquement congu
pour détruire les spores tres resistantes a la chaleur tout en préservant la qualité du produit.
(Rabbani et al., 2025).

1.3.1.6. Pasteurisation ESLP (Extended Shelf Life Pasteurization)

Cette pasteurisation vise a prolonger la durée de conservation des produits
alimentaires. Elle est effectuée a des températures trés ¢Elevées, entre 125 et 140 °C,
pendant 1 a 10 secondes. Elle cible un large spectre de microorganismes, notamment les

bactéries psychrotrophes, mésophiles et non sporulées (Rabbani et al., 2025).

10
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1.3.1.7. Flash pasteurisation

Ce procédé consiste a chauffer le produit a une température élevée, entre 72 et 80 °C,
pendant une courte durée de 15 a 30 secondes. Il permet de détruire efficacement les
bactéries pathogenes non sporulées et les psychrotrophes, tout en limitant les altérations

organoleptiques du produit (Rabbani et al., 2025).

1.3.1.8. Thermisation

La thermisation est un traitement thermique doux appliqué a des températures
comprises entre 57 et 68 °C pendant 5 secondes a 30 minutes. Elle vise a réduire la charge
microbienne en éliminant principalement les bactéries pathogénes non sporulées ainsi que

les bactéries psychrotrophes (Rabbani et al., 2025).

1.3.2. Les inconvénients de la pasteurisation

Bien que la pasteurisation soit cruciale pour la sécuritt microbiologique des
aliments, elle peut induire plusieurs modifications indésirables. Parmi celles-ci figurent la
réduction de certaines vitamines hydrosolubles (SamarZija et al., 2012), Ialtération des
protéines et une possible baisse de leur digestibilité (Lorenzen et al.,, 2021),
I'augmentation du potentiel allergénique (Abbring et al., 2019), la perte de composés
bioactifs bénéfiqgues (Brodziak et al., 2018) ainsi que des modifications des propriétés

sensorielles telles que le golt, 'odeur et la texture (Tian etal., 2021).

1.3.3. Besoin d’alternatives innovantes

Face a laugmentation des cas d’intoxications alimentaires et aux exigences
intensifiées des consommateurs pour des produits « légérement transformés », le besoin de
solutions autres que la pasteurisation thermique s'impose désormais comme une nécessite.
Effectivement, les méthodes de chauffage traditionnelles comme la pasteurisation ou la
stérilisation peuvent affecter la couleur, les saveurs distinctives et la valeur nutritive des
aliments. Pour surmonter ces limitations, des technologies innovantes sans chaleur (Figure
2), telles que les ultrasons, ont été étudiées afin de garantir la sécurité microbiologique tout
en maintenant les propriétés organoleptiques des produits alimentaires (Lauteri et
al.,2023).

11
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Ces méthodes autorisent un traitement a température ambiante ou sublétale, ce qui
minimise l'effet sur les nutriments et la texture, tout en allongeant la durée de vie des

produits alimentaires (Lauteri et al.,2023).

Vue d’ensembles des technologies non thermiques

|
Technologies non thermiques Objectifs

¢ Ultrasons * Réduction de la charge microbienne

* Champs électriques pulsés (PFE) * Maintien des caractéristiques (Fraiches)
* Haute pression hydrostatique (HPF) * Prolongation de la durée de
¢  Lumiére ultraviolette (UV) conservation

¢ Plasma froid * Réduction de la consommation
¢ Irradiation énergétique

* Champs magnétique ® Préservation de la qualité nutritionnelle

Figure 2 : Vue d’ensemble des technologies non thermiques (Lauteri et al., 2023).

1.4. Principe et applications des ultrasons
1.4.1. Historique des ultrasons

La découverte des ultrasons revient a Pierre Curie en 1880 pendant son étude sur
leffet piézoélectrique (Shankar et Pagel, 2011).

Depuis leur découverte, les ultrasons ont trouvé de nombreuses applications dans
divers domaines, notamment la communication animale, la détection de défauts dans les

structures, la chimie et la médecine (Dolatowski et al ., 2007; Mason ., 2003).

Leur utilisation s’appuie sur le phénomene de cavitation, observé pour la premicre
fois en 1894 par Thornycroft et Barnaby, qui ont constaté la formation de bulles

d’implosion causées par les vibrations lors de Ila propulsion de projecties en mer
(Martines et al., 2000).

1.4.2. Définition et principe

Les ultrasons sont induits par des ondes sonores mécaniques générées par des
mouvements moléculaires vibrants a travers un milieu de transmission, Leur fréquence est
extrémement élevee, atteignant une fréquence supérieure ou égale a 20 KHz, Les ultrasons

dits « de puissance », fonctionnant entre 20 et 100 kHz (figure 3), sont suffisamment

12
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énergétiques pour induire un phénoméne de cavitation, un mécanisme exploité pour

inactiver les bactéries (Gallo et al., 2018 ; Piyasena et al., 2003 ).

Ultrasons haute fréquence : Egalement connus sous le nom d'ultrasons a fréquence élevée,
ceux-ci sont principalement utilisés pour des taches de diagnostic et de nettoyage, grace a

leurs fréquences genéralement supérieures a 1 MHz (Yu et al., 2014).

Animals and Chemistry
Diagnostic

Low bass notes Medical and destructive

20 Hz 20 kHz | ’ 2 MHz 200 MHz
< L L : : 1 : ]

>

Ultrasound

N

Figure 3 : Diagramme des gammes d’ultrasons (Prasad chavan et al., 2022).

Acoustic

Infrasound

1.4.3. Mécanismes d’action sur la matiére

Les ultrasons exercent leurs effets principalement par un phénomene appelé
cavitation acoustique, lorsqu'une onde ultrasonique travers un liquide, elle engendre la
formation, la croissance puis I'implosion des microbulles de gaz. Cette implosion libére
une ¢énergie considérable sous forme de hautes températures ayant jusqu’ a 5000 °C et de
fortes pressions de 1000 atm, créant ainsi un microenvironnement hautement réactif cela
engendre une perturbation de la membrane cellulaire favorisant la lyse bactérienne (figure
4 .5) (Chemat etal., 2011).

Ultrasound H.O uUs

@ @ ® _ _ e <
ST ee TR e @ @
us uUs
Initiation de pores Influx et gonflement Rupture de membrane et lyse
d’H;0O

Figure 4 : Mecanisme des dommages cellulaires induits par les ultrasons (Chemat et al.,
2011).
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Figure 5 : La croissance de l'implosion d'une bulle de cavitation (Behling et al., 2016).

1.4.4. Applications industrielles dans I’agroalimentaire

Les ultrasons constituent une technologie innovante aux multiples applications dans
I'agroalimentaire, notamment pour la transformation, la conservation et I'extraction. Ils
agissent par des mécanismes physiques (cavitation, agitation) et chimiques (formation de
radicaux libres), offrant ainsi une meilleure efficacité que les méthodes conventionnelles
(Chemat et al., 2011).

IIs sont particulierement efficaces pour l'extraction de composés bioactifs comme
les polyphénols (Toma et al., 2013), la réduction de viscosité ou lamélioration des
textures (Ashokkumar et al., 2009). Dans I’agro-industrie, I’extraction assistée par
ultrasons permet aussi de valoriser les coproduits, tels que les graines de dattes, en
extrayant rapidement des antioxydants a I'aide de solvants sirs comme l'eau ou I’éthanol

(Barba et al., 2016 ; Chemat et al., 2019 ; Lucas-Gonzalez et al., 2024).

Cette méthode est facilement industrialisable grace aux sonotrodes, plus puissants

que les bains ultrasonores (Aznar-Ramos et al., 2022 ; Kumar et al., 2021).

1.4.5. Effets des ultrasons sur les microorganismes
1.4.5.1. Mécanismes d’inactivation microbienne

L’mactivation microbienne par ultrasons repose principalement sur le phénomeéne de
cavitation, qui implique la formation, la croissance et I'effondrement de microbulles de gaz
dans un liquide. Cette cavitation génére des forces de cisaillement, des turbulences, des

températures extrémes et des pressions tres élevées, ce qui entraine la formation de
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radicaux libres. Ces derniers peuvent se recombiner pour former du peroxyde d’hydrogeéne,
capable d’endommager les structures cellulaire et d’mactiver certaines enzymes (Dolas et
al ., 2019 ; Yang etal., 2011).

D’aprés Dolas et al (2019), divers processus expliquent cette inactivation
laltération des éléments cellulaires par des impacts micromécaniques, la génération de
radicaux libres qui s’attaquent a ’ADN, ainsi que la création de peroxyde d’hydrogene.
Tous ces facteurs ont un effet bactéricide et freinent le développent microbien. La figure 6

démontre ces processus.

Sonication > Entraine une cavitation en milieu liquide

!

Inactivation des microbes

| l et

) . . Dégradation de la Thydrogine formé 2
Dégradation de la paroi et structure de ' ADN L.
dela membrane cellulaire un effet bactéricide et

empéche la croissance
¢ ADHM de la cellule s TR

l - bactérienne
Chocs micro- e

Cavitation meécaniques

Attaque des radicaux libres
Cellule bactérienne o

Dégradation de la paroi et

de la memhbrane rellulaire
e Dégradation de I'ADM

QE‘HUlE hactérienne

Inactivation microbienne

Inactivation microbienne

Figure 6 : Mécanisme d’inactivation microbienne par ultrasons (Dolas et al.,2019).

Le tableau Il résume les effets des ultrasons sur les cellules microbiennes (Piyasena

etal.; 2003).
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Tableau I1: Effets des ultrasons sur les cellules microbiennes (Piyasena et al.; 2003)

Ultrasons Effets sur les cellules bactériennes

- Amincissement des bactéries
- Formation de pores et perturbation des

membranes cellulaires

Cavitation
- Rupture de la structure de la paroi
cellulaire et  libération du  contenu
cytoplasmique

Destruction par les radicaux libres - Rupture et fragmentation de ’ADN

1.4.5.2. Facteurs influencant I’efficacité des ultrasons
Plusieurs facteurs contribuent a [lefficacité des ultrasons dans la destruction des

micro-organismes, a savoir :

Caractéristiques des micro-organismes : il est communément admis que la
sensibilité de certains micro-organismes augmente avec la taille des cellules. Par exemple,
les bacilles sont plus sensibles a différents types de bactéries qu'aux coccis. D'autre part,
les bactéries aérobies sont plus susceptibles d'étre résistantes a certains types de bactéries

Gram-positives et Gram-négatives (Sala et al.,1995).

La composition du milieu de traitement joue un role déterminant par exemple le lait

exerce un effet protecteur tandis qu'un Ph acide peut augmenter I'inactivation microbienne

(Pagan et al., 1999).

Durée du traitement : comme pour la majorité des procédés physique plus la durée
d’application est longue plus la réduction microbienne est importante suivant une relation

exponentielle (Patil et al., 2009).

Amplitude : une augmentation de Pamplitude du signal améliore significativement

I'inactivation microbienne (Pagan et al., 1999).

Température et pression : Bien que I'élimination des germes lors de la production
alimentaire ne puisse pas encore étre réalisee a laide d'ultrasons, elle peut étre efficace

lorsquelle est combinée a la pression et a la chaleur (Wrigley et lorca., 1992).
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1.4.5.3. Effet sur la qualité des produits

Les ultrasons de puissance, via le phénomene de cavitation, sont largement utilisés en
agroalimentaire pour leurs effets antimicrobiens (Knorr et al., 2004 ; Villamiel et al.,
2000 ; Yu et al., 2012) et leur réle dans divers procédés technologiques. lls améliorent
notamment la cristallisation (Luque et al., 2007), I’extraction de composés bioactifs
(Chemat et al., 2017 ; Vinatoru et al., 2001), la filtration (Tao et al., 2015), la
congélation (Kiani et al., 2011), ainsi que le mélange et ’homogénéisation (Mason et al.,
2005).

lls permettent aussi de stabiliser les émulsions (Wu et al., 2000), d’inactiver
certaines enzymes (Delgado et al., 2015 ; Huang et al., 2017) et d’assurer le nettoyage
efficace des équipements dans les industries alimentaires (Allan et al., 2008 ; Kouba et
al., 2018). Ces applications contribuent a améliorer la qualit¢ et la conservation des

aliments.
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I1.1. Lieu de réalisation des expériences

Les expériences ont été realisees au sein du Laboratoire de Microbiologie du
département de Biotechnologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie, a
I'Université Abderrahmane Mira de Béjaia.

11.2. Préparation du jus de carotte

La préparation du jus de carotte a été réalisée selon un protocole rigoureux,
mtégrant des mesures d’hygiene strictes pour minimiser la contamination microbienne
initiale. Les carottes fraiches (variété Daucus carota) ont été soumises a un lavage initial a
I'eau, suivi d’un épluichage mécanique. Un second lavage a I'eau distillée a été effectué
afin de réduire davantage la charge microbienne superficielle. Les carottes ont ensuite été
découpées en fragments de 1-2 cn?® a l'aide d’un couteau stérilisé, puis broyées a Iaide
d’une centrifugeuse ¢€lectrique fruit et légumes (Maxipower) a vitesse maximale. Le broyat
a été filtré a travers un filtre stérile en acier inoxydable.

Une dilution au rapport volumique de 80:20 (jus: eau distillée) a été realisée pour
standardiser la matrice. Le jus dilué a été pasteurisé a 80 = 1 °C pendant une durée de 6 a 8
minutes dans un bain-marie thermostaté (Negri Rodriguez et al., 2021) puis conditionné
aseptiquement dans des flacons en verre couvert de papier aluminium. Les échantillons ont

été stockés a une température de 4 + 1 °C pendant huit jours.

Figure 7 : Centrifigeuse utilisée pendant I'extraction du jus de carotte.
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11.3. Cultures d’ Escherichia coli et inoculation

Cing colonies d’Escherichia.coli ATCC 25922 ont été prélevées a partir d’une boite
de Pétri contenant du milieu EMB (Eosine Bleu de Méthyléne), puis transférées dans 9 mL
de bouillon nutritif et incubées pendant 24 heures a 37 °C. Une pré-culture a ensuite été
préparée en moculant 5% (v/v) de cette culture dans du jus de carotte, suivie d’une
incubation a 37°C pendant 18 heures. Par la suite, 10mL de cette pré-culture ont été
mnoculés dans 90 mL de jus de carotte pasteuris¢, répartis dans des flacons. Cette procédure
visait a atteindre une concentration bactérienne finale de 102 UFC/mL (AMIR et al .,
2021), confirmée par des dénombrements cellulaires précis.

Bien que cette concentration dépasse les valeurs généralement rapportées dans la
littérature pour la croissance naturelle d’E. coli ATCC 25922 en milieu liquide (Madigan
et al., 2021), cette approche a permis d’étudier I'impact d’une charge bactérienne élevée
sur la qualitt microbiologique et la stabilit¢ du jus de carotte pasteurisé. De plus, un
scénario extréme a eté retenu pour évaluer lefficacité des ultrasons, afin de garantir la
robustesse des résultats obtenus. Ce choix méthodologique vise a simuler des conditions
extrémes de contamination, rarement rencontrées en pratigue mais essentielles pour
évaluer la capacité du procédé a garantir la sécurit¢é microbiologique du produit méme dans
les situations les plus défavorables.

Figure 8 : Prélevement E. coli sur milieu EMB.
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11.4. Traitement & ultrason

Le jus moculé a ¢été trait¢ a laide d’un appareil de sonication VC750 (Sonics &
Materials, Inc., 53 Church Hill Rd, Newtown, CT, U.S.A.), d’une puissance de 750 W et
fonctionnant a une fréquence de 20 kHz. En appliquant la méthode de Cruz-Cansino et al
(2016) avec quelques ajustement, nous avons opté a des niveaux d’amplitudes de 60 %, 70
%, 80 % et 90 % pendant 1, 3, 5 et 7 minutes avec des pulsations de 5 secondes en marche

suivies de 5 secondes d’arrét.

Figure 9 : Image de l'appareil a ultrason utilisée pendant les expériences d’inactivation.

Des aliquotes de 1 ml de jus ont été réparties dans des eppendorfs de 1,5 ml et
analysées pour déterminer la survie microbienne immédiatement aprées le traitement par
ultrasons (jour 0). Un échantillon inoculé non traité a servi de témoin. Les échantillons ont
été ensuite conservés a 4 °C jusqua leur analyse apres 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 jours de
stockage. Les températures avant et apres le traitement par ultrasons ont été également

mesurées.
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Tableau I11: Conditions du traitement par ultrasons de jus de carotte inoculé avec
Escherichia coli . ATCC 25922.

Traitement Températures
] ] Température d’entrée Température de sortie
Amplitude | Temps (min) . .
(°C) (°C)
1 23,6 28,4
3 23,6 33,3
60%
5 23,6 38,0
7 23,6 45,6
1 23,6 28,1
3 23,6 35,4
70%
5 23,6 41,4
7 23,6 48,7
1 23,6 28,8
3 23,6 37,4
80%
5 23,6 44
7 23,6 52,6
1 23,6 30
3 23,6 39,4
90%
5 23,6 47,2
7 23,6 55,8

I1.5. Incubation des échantillons traités et estimation de la survie

Immediatement apres lapplication du traitement par ultrasons, les flacons contenant
100 mL de suspension bactérienne ont été immergés dans un bain de glace pour stopper
mstantanément Peffet résiduel de Ila température sur Ila cellule bactérienne. Le
dénombrement microbien a été réalisé selon un protocole standardisé : des prélevements
aseptiques ont été effectués post-traitement, suivis de dilutions décimales en série dans une

solution physiologique stérile (NaCl 0,9 %).

Chaque dilution a été étalée sur milieu EMB (Eosine Bleu de Méthylene). Aprés
une incubation de 24 heures a 37 °C, le comptage des unités formant colonies (UFC) a été

effectué.
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11.6. Détermination des parametres physico-chimiques
11.6.1. Potentiel d’hydrogeéne (pH)

Le pH a ét¢ mesuré a laide d’un pH-métre, calibré avec une solution tampon. Un
volume suffisant de jus de carotte a été prélevé pour permettre I'immersion de I'électrode,
et la valeur du pH a été notée. Trois lectures ont été réalisées pour chaque essai

immédiatement apres le traitement par ultrasons (jour 0) et a la fin du stockage (jour 8).

11.6.2. Matiéres solides solubles (Brix)

Le réfractometre est un appareil de mesure qui permet de déterminer lindice de
réfraction de la lumiére d'une matrice solide ou liquide. Cet indice dépend de la nature du
milieu dans lequel il se propage et se manifeste par la déviation d'un faisceau lumineux du
milieu dans lequel il se propage. L'angle de déviation du faisceau dépend de la
concentration en matiére séche soluble (saccharose) dans le milieu : plus cette
concentration est élevée, Plus la réfraction est importante (Zentile et al., 2024). Les solides
solubles ont été mesurés a laide d'un réfractometre, et lindice de réfraction a été enregistré
et converti en °Brix. Ce dernier a été mesuré juste apres le traitement par ultrason (jour0) et

a la fin du stockage (jour8).

11.6.3. Acidité Titrable
Il consiste en un titrage de l'acidité par une solution d'hydroxyde de sodium (NaOH)

en présence de phénolphtaléine, qui sert d'indicateur coloré (NF V05-101, 1974).

Tout en agitant, prélever 10 ml de jus et 40ml d’eau distillée dans un bécher, puis
ajouter 1 ml (2 %) de solution de phénolphtaléine. Tout en agitant, Verser ensuite la
solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) 0,1 N a laide d'une burette, jusqu'a obtention
d'une couleur rose. L’acidit¢ titrable a ét¢ mesurée mmédiatement apres le traitement a

ultrason (jour 0) et a la fin du stockage (jour 8).

L’acidit¢ titrable a été calculée a I'aide de la formule générale suivante :

Acidité (g/L) = (V_NaOH x N_NaOH x F x 1000) / V_échantillon
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ou
V_NaOH : volume de NaOH utilisé (mL)
N_NaOH : normalité de la solution de NaOH (mol/L)
F : facteur de conversion en acide citrique (0,64 g/mol)

V_échantillon : volume de I’échantillon analysé (mL)
Dans le cadre de cette étude, la formule a été simplifiée comme suit :
Acidité(g/L) =V x 0,64
ou V représente le volume de NaOH (en mL) utilisé lors du titrage.
0.64 : est le coeficient d’acidité

11.6.4. Dosage de la vitamine C

La teneur en acide ascorbique est mesurée par la méthode de titration au 2,6-
dichlorophénol-indophénol (2,6-DCPIP). La méthode consiste en une réduction du 2,6-
DCPIP et en une oxydation de I'acide ascorbique en acide déhydroascorbique. Elle permet
donc une détermination de la teneur en vitamine C sous sa forme réduite (acide
ascorbique). Une fois que I'oxydation de I'acide ascorbique est terminge, le 2,6-DCPIP sert
d’indicateur coloré et sa présence en solution donne une couleur rose caractéristique
(AOAC, 1984). La vitamine C a été mesurée immédiatement aprés le traitement a ultrason

(jour 0) et & la fin du stockage (jour 8).

Un volume de 5 ml de jus a été prélevé et versé dans un bécher, puis dilué avec 10
ml d’eau distillée. La solution a ensuite été titrée en ajoutant progressivement la solution
de DCPIP jusqu’a l'apparition d’un changement de couleur persistant, indiquant la fin de la

réaction.
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I1.7. Observation microscopique d’E. Coli ATCC 25922
Une coloration simple au bleu de méthylene a été effectuée conformément a la
méthode deécrite par Cheesbrough (2006) sur les échantillons témoins, immédiatement

apres traitement, puis aux jours 4 et 7 j du stockage.

Cette ¢étape permet de vérifier I'intégrit¢ cellulaire et la morphologie des bactéries apres

traitement.

Un frottis a été préparé en déposant une goutte du jus de carotte inoculé sur une
lame de verre propre. La goutte a été soigneusement étalée a I'aide d’une anse stérile pour
obtenir une couche mince. Le frottis a été fixé en le passant brievement a la flamme d’un

bec bunsen.

Apres refroidissement, la lame a été recouverte de bleu de méthylene pendant 2 a 3
min ¢limné en ringant délicatement a I'eau distillée. La lame a ensuite ét¢ séchée a Iair

libre et observée au microscope optique a I'objectif x100 avec huile & immersion.

11.8. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + écart type de trois
essais. L'analyse statistique est effectuée pour identifier la présence ou labsence de
differences significatives dans les cinétiques de croissance bactérienne, paramétres
physicochimiques. Pour cela, le logiciel JMP 18 est utilisé, notamment pour réaliser
lanalyse de la variance a un seul critere de classification (ANOVA) entre ces différents
échantillons. L'analyse comparative des cinétiques de croissance au cours du stockage a éte
réalisée a laide du test post hoc HSD de Tukey, tandis que la comparaison par rapport au
témoin a éte effectuée par ANOVA suivie du test post hoc de Dunnett ; les résultats sont
classés par ordre croissant : a > b > ¢ . Les valeurs partagées par la méme lettre ne
présentent aucune difference statistique significative, et les barres verticales représentent

les écarts types.

Les corrélations entre les paramétres étudiés sont calculées en utilisant la matrice de
corrélation (p <0,05;p<0,01; p<0,001).
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I11.1. Impact de la charge microbienne initiale sur la cinétique de croissance d'E. coli
ATCC 25922 dans le jus de carotte.
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Figure 10 : Evolution de la croissance d'E. coli ATCC 25922 en fonction de la charge

initiale dans le jus de carotte pendant le stockage.

L'analyse des échantillons témoins en fonction de la charge microbiologique initiale
révele deux dynamiques de croissance distinctes (Figure 10). Le témoin faiblement
contamné (10® UFC/ml) présente une croissance exponenticlle continue, avec une
augmentation de 5 log apres 8 jours de stockage, ce qui indique que le jus de carotte fournit
un environnement riche en nutriments propice a la croissance d’E. coli (Charfi et al., 2023
; Nasilowska et al., 2022). D'autre part, le témoin fortement contaminé¢ (10'2 UFC/mL)
maintient une population stable qui oscille autour de 1 log, puis diminue légerement a la
fin du stockage, démontrant [leffet de limitation de la densit¢ cellulaire élevée par
I'épuisement des nutriments et laccumulation de métabolites inhibiteurs (Nasilowska et
al., 2022).
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I11.2. Traitement a ultrasons
111.2.1. Traitement a 60% d’amplitude
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Figure 11 : Survie et croissance d'E. coli ATCC 25922 pendant le stockage de jus de

carotte traité par ultrasons a un niveau d'amplitude 60 % pendant 1, 3, 5 et 7 minutes.

L'analyse de la figure 11 révéle que les durées de traitement de 3, 5 et 7 min
permettent une réduction bactérienne de l'ordre de 3 a 4 logs justes aprées traitement. Cette
réduction se maintient de maniére stable, voire s'accentue légérement, jusqu'au huitieme
jour de stockage. Le traitement de 7 min présente lefficacité la plus marquée avec une

tendance a la poursuite de l'inactivation au cours du stockage.

En revanche, le traitement de 1 minute s'est effectivement révélé insuffisant,
montrant une reduction initiale limitée a environ 1 log suivie d'une relative stabilisation de
la croissance d’E.coli. La température d'entrée avant le traitement était de 23,6 °C. Apres le
traitement, une élévation progressive de la température a été observée, atteignant
respectivement 28,4 °C, 33,3 °C, 38 °C et 45,6 °C pour des durées de 1, 3, 5 et 7 minutes

respectivement.

Ces résultats different de ceux rapportés par Cruz-Cansino et al (2016), qui ont

¢galement appliqué des ultrasons a 60 % d’amplitude sur des jus de figue de barbarie.

Dans leur étude, les traitements de 1 a 5 minutes n’ont permis qu’une réduction
modérée (1 a 3 log UFC/mL), accompagnée d’une reprise de croissance bactérienne des le

premier jour de stockage.
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Cette divergence pourrait étre attribuée aux differences de matrice (carotte vs figue
de barbarie), de température atteinte apres traitement (45,6 °C dans la présente étude contre

>50°C dans leur cas), ou encore a des mteractions spécifiques entre le jus et les cellules

bactériennes.

Néanmoins, nos reésultats suggérent que, dans le jus de carotte, un traitement de 5 a
7 minutes a 60 % d’amplitude constitue une stratégie efficace pour la maitrise d’E. coli sur

le moyen terme. (Obtention d’efficacité avec des températures plus basse).

111.2.2. Traitement a 70% d’amplitude

Figure 12 : Survie et croissance d'E.coli pendant le stockage de jus de carotte traité par

ultrasons a un niveau d'amplitude 70 % pendant 1, 3, 5 et 7 minutes.

Les données de la figure 12 montrent que le traitement d'une minute entraine une
réduction d'environ 2 log, avec une stabilit¢ observée lors du stockage. En prolongeant la
durée a 3 minutes, la réduction atteint un maximum d'environ 4,5 log, ce qui correspond a

l'efficacité la plus élevée parmi les traitements testés a cette amplitude.

Un traitement de 5 minutes permet une réduction d'environ 4 log, tandis qu'une
exposition de 7 minutes aboutit a une diminution d'environ 3,5 log, se révélant ainsi moins
efficace que les traitements de 3 min 4.5 Log et 5 min (4 log). Ce fait est d{, en partie, a
Ieffet de declumping provoqué par les ultrasons : autour de 3 min et 5 min, les amas
bactériens sont efficacement dispersés, ce qui permet une meilleure exposition individuelle

des cellules aux ondes ultrasonores.
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Cette dispersion favorise une inactivation plus uniforme et plus efficace, expliquant

pourquoi cette durée donne les meilleurs résultats.

La température d'entrée avant le traitement était de 23,6 °C. Apres le traitement,
une élévation progressive de la température a été observée, atteignant respectivement
28,1°C, 354°C, 41 . 4°C et 48,7°C pour des durées de 1, 3, 5 et 7 minutes

respectivement.

Cet effet a également été rapporté dans d'autres travaux, notamment par Joyce et al
(2003) et Kernou et al (2022), qui ont souligné [limportance du declumping dans

l'amélioration de l'efficacité des traitements ultrasoniques.

Dans Tlarticle de Cruz-Cansino et al (2016), les traitements a 70 % d’amplitude
ont permis des réductions plus faibles : environ 1-2 log aprés 1 minute, 3 log aprés 3
minutes, et 4 log aprés 5 minutes. Toutefois, les bactéries ont recommencé a se développer
dés le ler ou 2e jour de stockage. Malgré des températures de traitement plus élevées dans

leur étude, I'inactivation s’est révélée moins durable que dans notre expérience.

Cette observation met en évidence le fait que lefficacité et la stabilité¢ du traitement
ultrasonique sont davantage determinées par leffet de declumping que par la température

ou la durée de l'application.

111.2.3. Traitement a 80% d’amplitude
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Figure 13 : Survie et croissance d'E. coli ATCC 25922 pendant le stockage de jus de

carotte traité par ultrasons a un niveau d'amplitude 80 % pendant 1, 3, 5 et 7 minutes.
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D’aprés la figure 13, Le traitement par ultrasons a 80 % d’amplitude entraine une
réduction significative de la charge microbienne d’E. coli dans le jus de carotte, avec des
diminutions allant de -3 jusqu’a -4 log selon la durée d’exposition (1, 3, 5 ou 7 minutes).
Cependant, cette réduction n’est pas suffisante pour assurer une inactivation totale des

bactéries.

La température d'entrée avant le traitement était de 23,6 °C. Aprés le traitement,
une élévation progressive de la température a été observée, atteignant respectivement

28,8°C, 37,4°C, 44 °C et 52 °C pour des durées de 1, 3, 5 et 7 minutes respectivement.

Un effet rebond est observé entre les jours 2 et 6, en particulier pour les traitements
de 1 et 3 minutes, avec une stabilisation de la population microbienne autour de —3 a

—4 log a partir du cinquiéme jour.

Apres cet effet rebond observé dans les populations microbiennes, une phase de
stabilisation est généralement constatée. Cette stabilité peut s’expliquer par le fait que
certaines bactéries, affaiblies mais non totalement détruites par les ultrasons, parviennent a

se réactiver.

Elles reprennent leur croissance aprés avoir été inactivées, puis atteignent un certain
équilibre lorsque les conditions du milieu (quantité de nutriments, espace disponible,

accumulation de déchets, etc.) ne permettent plus une multiplication rapide.

Ce phénoméne a été clairement observé par Cruz-Cansino et al (2016), qui ont
montré que E. coli traitée par ultrasons dans du jus de figue de barbarie pouvait reprendre
sa croissance apres quelques jours de stockage, avant de se stabiliser. Cette reprise de
croissance indique que l'efficacit¢ du traitement a 80 % reste limitée et temporaire car il
s’agit d’un effet bactériostatique qui ne permettrais donc  pas de garantir une sécurité

microbiologique sur le long terme.

Ce comportement est confrmé par d’autres travaux, notamment ceux de Cruz
Cansino et al (2016), ou un traitement a 80 % a 1, 3, et 5 minutes de traitement dans le jus
de figue de barbarie n’a pas empéché la réapparition des bactéries apres quelques jours de

stockage.
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111.2.4. Traitement a 90% d’amplitude

4
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Figure 14 : Survie et croissance d'E.coli ATCC 25922 pendant le stockage de jus de

carotte traité par ultrasons a un niveau d'amplitude 90 % pendant 1, 3, 5 et 7 minutes.

Le traitement a 90% d'amplitude montre une efficacité variable selon la durée
d'exposition. Le traitement de 7 min présente la réduction la plus importante avec environ -
8 log juste apres traitement, suivi du traitement de 5 min (-5 log), du traitement de 3 min (-
3 log) et du traitement de 1 minute a environ -2,5 log.

La température d'entrée avant le traitement était de 23,6 °C. Apres le traitement,
une élévation progressive de la température a été observée, atteignant respectivement
30°C, 39,4°C, 47,2°C et 55 ,8 °C pour des durées de 1, 3, 5 et 7 minutes respectivement.

Ces résultats sont en accord avec les criteres d’innocuité recommandés par la FDA,

qui exigent une réduction d’au moins Slog de la population bactérienne Pour les

traitements de 5mi et 7 min.

L'observation de leffet rebond pour tous les traitements ultrasonores a 90%
d'amplitude suggere que leffet des ultrasons est principalement bactériostatique plutbt que
bactéricide. Ce phénoméne se manifeste par une diminution significative initiale de la

population d'E. coli, en particulier pour le traitement de 7 minutes qui atteint -8 log apres
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traitement, suivi d'une récupération progressive et systématique de la charge microbienne

dés le deuxiéme jour de stockage.

Cette tendance de récupération est motivee par divers mécanismes biologiques : les
cellules bactériennes subissent des altérations subcellulaires réversibles (telles qu'une
altération temporaire de la membrane plasmique, une perturbation des organites) sans une
destruction totale de leur matériel génétique, ce qui favorise la réparation cellulaire et la

reprise de la division une fois que les conditions redeviennent favorables (He etal., 2021).

En outre, les ultrasons induisent la formation de sous-populations de cellules
blessées mais viables (VBNC - Viable But Non Culturable) qui ne peuvent pas étre
détectées par les méthodes de comptage traditionnelles, mais qui maintiennent leur

capacité de régénération (Lietal., 2018).

Des travaux antérieurs, comme ceux de Cruz Cansino et al (2016) sur le jus de
figue de Barbarie, confirment cette efficacité élevée des ultrasons a 90 %, d’une durée de

5min sans reprise bactérienne apres traitement.

111.3. Analyse statistique
Tableau IV: Analyse statistique de I’étude.

Inactivation Log (N/NO)
Témoins
Amplitudes Temps (min) PUITRTEU S
-2,8455 + 0,1792bBAB
-2,8125+0,2580¢BAB
-3,0539+0,2496¢BAB
-3,3033+0,4962¢BAB
-2,2117+0,36590BAB
-2,5968+0,3883PABAB
-2,7557+0,3951bBAB
-2,6471+0,29090BAB
-3,2199+0,32650BAB
-2,9083+0,20990BAB
-2,8584+0,33330BAB
-3,1060+0,22680BAB
-3,67631+0,34573ABAB
-3,0150+0,32123ABAB
-4,143+0,359423B8
-3,7893+0,40052BAB

60%

70%

80%

90%

~N o1 Wk, NOTWwW Rk, NO Wk NOWw -
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a b différence significative par rapport au control (ANOVA followed by Dunnett's
post hoc test).

AB différence significatif entre les traitement ( test HSD de tukey) de la méme
amplitude.

AB Les mémes lettres d'indice indiquent que les valeurs moyennes ne sont pas
significativement différentes a un niveau de confiance de 95 % (P <0,05) entre les deux
amplitudes.

Les données présentées dans le tableau IV révélent des tendances significatives
dans [lefficacité antibactérienne des ultrasons selon lamplitude et la durée de traitement.
L'analyse statistijue (ANOVA suivie des tests post-hoc de Dunnett et Tukey) met en
évidence que lamplitude a 90% produit les réductions bactériennes les plus importantes,
avec une inactivation maximale de — 8 log apres 7 minutes de traitement. Cette
performance dépasse significativement (p<0,05) les autres amplitudes testées, confirmant

que amplitude est un facteur déterminant dans l'efficacité antimicrobienne.

Notre étude se distingue par lutilisation de durées de traitement ultrasonique allant
jusqu’a 7 minutes, ce qui représente une approche mnovante, rarement explorée dans la
littérature. La majorité des travaux antérieurs, comme celui de Cruz-Cansino et al (2016),
se limitent a des durées maximales de 5 minutes. A notre connaissance, aucune étude n’a
évalué leffet d’un traitement de 7 minutes sur E. coli dans le jus de carotte ou d’autres
matrices similaires.

Nos résultats montrent que ce traitement a permis une inactivation notable et stable
dans le temps, ce qui en fait une piste intéressante a explorer. Cette contribution permet
ainsi d’¢largir les connaissances existantes et de proposer de nouveaux parametres
d’optimisation pour I'inactivation microbienne par ultrasons.

111.4. Observation microscopique
L'observation microscopique permet de voir directement les changements dans la
forme, la taille et l'organisation des cellules bactériennes, tout en donnant un apercu de leur

viabilité aprés une exposition a differentes intensités d’ultrasons.

L'observation microscopique des échantillons traités par ultrasons (grossissement
x100) révele un rétrécissement notable des cellules bactériennes, suggérant une altération
de leur structure. En comparaison, les cellules du témoin non traité apparaissent intactes,

conservant leur morphologie initiale. Cette différence visuelle entre les échantillons
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témoins et traités témoigne de leffet destructeur des ultrasons sur lintégrité cellulaire

bactérienne.
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Figure 15 : Différentes observation microscopique d’E.coli ATCC 25922 . A : observation
de JO juste apres traitement ; B : observation du quatrieme jour apres traitement (J4) ; C:
observation du septieme jour (J7).

35



Chapitre 111 Résultats et discussion

Les ultrasons créent de petites bulles qui implosent pres des cellules. Cette
implosion génere des ondes de choc et des jets microscopiques qui altérent la membrane de
E. coli, provoquant déformations, trous et parfois destruction complete de la cellule,
expliquant le rétrecissement observé au microscope (yang et al., 2021).

Les ultrasons induisent des pores temporaires dans la membrane, ce qui permet a
I'eau et aux nutriments de s’échapper, entrainant un effondrement ou aplatissement visible
de la cellule. De plus, une mort programmée de type apoptosis peut étre déclenchée a forte
intensit¢ (Lietal., 2018).

I11.5. Paramétres physico-chimiques
111.5.1. Potentiel d’hydrogéne (pH)
Tableau V: Variation de la valeur du pH pendant le stockage de jus de carottes

Paramé 3 60% 70% 80% 90%
ours
tre Contrdle 1min 5min 7min 1min 5min 7min 1min 5min 7min imin 5min 7min
526100 | 5,26+0, 526+0, | 526400 | 526400 | 526+0, | 526+0,0 5260, | 5,26+0,0
5,26+0,00 5,26+0,00 5,26+0,00 5,26+0,00
0 00 0 0 0 0 0 0 0
pH
5,19+0,0 | 5,20+0, 53+0,0 | 512+0,0 | 5,09+0,0 | 5210, | 5,18+0,0 5270, | 5,14+0,0
5,30+0,00 5,18+0,01 5,15+0,00 5,11+0,01
0 04 0 1 2 0 4 0 3

Le pH joue un rble essentiel dans la stabilit¢ microbiologique des jus. Un
environnement acide (pH inférieur a 4,5) limite efficacement le développement de
nombreux micro-organismes pathogénes, tels que E.Coli. Selon Cruz-Cansino et al
(2016) le pH constitue un parametre clé pour évaluer [lefficacité des traitements non
thermiques, comme les ultrasons, dans leur capacité a maintenir des conditions

défavorables a la croissance microbienne.

La mesure du pH au jour O montre une stabilit¢é a 5,26 + 0,00 dans tous les
échantillons, indiquant que les ultrasons, dans les conditions testées, n’ont pas d’effet
immédiat sur le pH du jus de carotte. Ce résultat est cohérent avec Cruz-Cansino et al
(2016), qui n’ont observé aucune variation significative du pH dans un jus de figue de
Barbarie traité par ultrasons. Toutefois, une légére baisse du pH a été notée au 8¢ jour,
notamment dans les échantillons traités a haute amplitude (70-90%) pendant 5 a 7

minutes. Cette diminution pourrait s’expliquer par une activit¢ microbienne résiduelle ou la
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libération de composés acides, comme observé aussi par Alam et al (2023) dans le jus de
litchi.

111.5.2. Matiéres solides solubles (Brix)

Tableau VI: Variation de la valeur du Brix pendant le stockage de jus de carottes.

Matiéres
solides
solubles
(°Brix)

60% 70% 80% 90%
Jours Contrdle
1min 7min 1min 7min 1min 7min 1min 7min
0 6,00+0,00% 6,00+0,00 ¢ 6,00+0,00° 6,00+0,00° 6,00+0,00* 6,00+0,00* 6,00+0,00° 6,00+0,00° 6,00+0,00*
8 6,00+0,00* 6,00+0,00 * 6,00+0,00° 6,00+0,00° 6,00+0,00* 5,80+0,00° 5,80+0,00 >* 5,80+0,00 >* 5,80+0,00 *

a bLes lettres différentes dans la méme ligne indiquent des différences significatives (p <
0,05).
xDifférences significatives entre les jours 0 et 5 de stockage pour le méme traitement (p <
0,05).

La mesure du °Brix permet d’évaluer la teneur en sucres, un indicateur clé de la
maturité, de la saveur et de la qualité¢ du jus de carotte. Ce paramétre est aussi utile pour
surveiller la stabilité du produit pendant le stockage, une baisse pouvant signaler une
dégradation (Chiu-Chu Hwang et al., 2023). Dans notre étude, la teneur en °Brix est
restée stable a (6,00 = 0,00) pendant 8 jours dans I'échantillon témoimn, traduisant une

stabilité naturelle des sucres solubles (Zou et Jiang, 2016).

Apres traitement par ultrasons, aucune variation du °Brix n’a ¢€té observée aux
amplitudes modérées (60-70 %), méme apres 7 minutes, ce qui rejoint les résultats de
Chen et al (2019). En revanche, a 80 % et 90 %, une légére diminution jusqu’a 5,80 + 0,00
a €été notée apres 7 minutes, probablement due a la dégradation partielle des glucides

simples sous I'effet de la cavitation et des radicaux hydroxyles (Abid etal., 2013).

111.5.3. Acidité Titrable

L’acidit¢ titrable (AT) refléte la teneur en acides organiques du jus, ce qui influence
sa stabilité et sa sécurit¢ microbiologique. Un AT élevé aide a inhiber les bactéries (Chiu-
Chu Hwang et al., 2023) et son suivi permet de détecter d’éventuelles altérations
chimiques pendant le stockage (Naik et al., 2023).
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Tableau VII: Variation de l'acidité titrable durant le stockage du jus de carottes.

Paramétre Jours 60% 70% 80% 90%
— Contrdle
Acidité 1min 5min 1min 5min 1min 5min 1min 5min
titrable 0.64%0,00 | 0.64%0,00 | 0.6420,00 | 0.64x0,00 | 0.64x0,00 | 0.64%0,00 | 0.64%0,00 | 0.64%0,00 | 0.64%0,00
(%) 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00 | 0.64+0,00
Dans notre étude, AT est restée parfaitement stable a (0,64 + 0,00 %) dans tous les
¢chantillons, qu’ils soient témoins ou traités par ultrasons (60 a 90 %, 1 a 7 min), et ce, du
jour 0 au huitieme jour de stockage (tableau VII).
Cette stabilité indique que les ultrasons n’ont pas modifié la teneur en acides
organiques du jus de carotte. Ces résultats sont en accord avec ceux de Cruz-Cansino et
al. (2016), qui n’ont observé aucune variation significative de I’AT dans un jus de figue de
Barbarie traité par ultrasons pendant 5 jours. Selon eux, les ultrasons n’induisent ni
dégradation ni formation secondaire d’acides organiques dans les conditions testées.
111.5.4. Mesure de la Vitamine C
La vitamine C est un bon indicateur de la qualité nutritionnelle des jus, car elle est
tres sensible a la chaleur et a l'oxydation. Les traitements non thermiques, comme les
ultrasons, permettent généralement de mieux la préserver que la pasteurisation classique
(Mieszczakowska-Frac et al., 2021).
Tableau VIII: Variation de la vitamine C pendant le stockage du jus de carottes.
Paramétre Jours 60% 70% 80% 90%
Controle
Imin 5min 1min 5min Imin 5min 1min 5min
Vitamine C 0
(ma/l) 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.0750,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00
8 | 0.075:0,00 | 0.075:0,00 | 0.0750,00 | 0.0750,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00 | 0.075%0,00

La teneur en vitamine C dans I'échantillon témoin est restée stable a 0,075 + 0,00
pendant les 8 jours de stockage, confirmant les observations d’Adekunte et al (2010) sur
la stabilit¢ de cette vitamine dans des jus peu transformés. Les échantillons traités par

ultrasons (60 a 90 % d’amplitude, 5 & 7 min) n’ont montré aucune perte de vitamine C
(tableau 8).

Ce résultat, similaire a celui rapporté par Adekunte et al (2010) dans le jus de

tomate, peut s’expliquer par Iabsence d’¢lévation thermique notable pendant le traitement,
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ainsi que par un possible effet protecteur de la cavitation sur les molécules d’acide

ascorbique, limitant leur oxydation (Aguilar etal., 2017).
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Conclusion et Perspectives

Ce travail s’est inscrit dans une démarche visant a explorer les effets d’un traitement
par ultrasons sur la survie et la croissance d Escherichia coli dans le jus de carotte au cours
du stockage. A travers une approche expérimentale rigoureuse, nous avons évalué I'impact
de diffrentes amplitudes (60, 70, 80 et 90 %) et durées d’exposition (1,3,5 et 7 minutes)
sur la réduction microbienne, tout en suivant I’évolution des paramétres physico-chimiques

du jus.

Les résultats obtenus ont permis de confirmer que les ultrasons constituent une
technologie non thermique prometteuse, capable de réduire significativement la charge
bactérienne. Le traitement le plus efficace a été obtenu avec une amplitude de 90% pendant
7 min, entrainant une réduction maximale de la population d’E .Coli. Toutefois, nos
observations ont également révélé un phénomene de reprise de croissance microbienne
aprés quelques jours de stockage « effet rebond », méme a des amplitudes élevées. Cela
met en évidence que l'effet des ultrasons, bien que notable, reste majoritairement inhibiteur

et bactériostatique.

Ainsi, pour assurer une securit¢é microbiologique durable, il serait pertinent de
combiner les ultrasons a d'autres méthodes de conservation douces, telles que
Iacidification, I'incorporation d’agents antimicrobiens naturels ou encore des traitements
combinés comme les micro-ondes. Une telle approche permettrait non seulement

d’augmenter lefficacit¢ du procédé, mais aussi de imiter la consommation énergétique.

Enfin, ce travail ouvre des perspectives intéressantes pour le développement de
stratégies mnovantes, respectueuses de la qualit¢ des aliments a I'échelle industrielle. Des
recherches complémentaires portant sur des tests a plus grande échelle (quantitatifs) ainsi
que des analyses qualitatives (impact sur les vitamines, pigments et arbmes) seraient
nécessaires. Par ailleurs, I'étude d’autres pathogénes et de la flore d’altération permettrait

d’élargr le champ d’application des ultrasons dans le secteur agroalimentaire.
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ANNEXES 01

Solutions

-Eau physiologique (9g/1L)
Dissoudre 9 g de NaCl dans 500 mL d’eau distillée.

Compléter a 1 L avec de I'eau distillée.
Homogeénéiser.

-Bleu de méthylene (0.59/100 ml)

Dissoudre 0,5 g dans 100 mL d’eau distillée et Agiter.

Conserver al’abri de la lumiére.

-DCPIP (2,6-dichlorophénol-indophénol) (0.5 g/1L)
Dissoudre 0,5gdans 1 L d’eau distillée et Agiter.

Conserver dans un flacon opaque a I'abri de la lumicre.

-Phénolphtaléine (1g/100 ml)
Dissoudre 1 g dans 100 mL d’éthanol a 95 %

-Acide ascorbigue (vitamine C) (0.1g/1L)
Dissoudre 0,1 g dans 1 L d’eau distillée.

Agiter puis conserver dans un flacon opaque et hermétique.

-NaOH (hydroxyde de sodium) (80g/1L)

Dissoudre 80 g de NaOH dans 500 mL d’cau distillée et Agiter.

Compléter a 1 L avec de I'eau distillée et Homogénéiser.
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Annexes

ANNEXE 02
Milieux de culture
-EMB (Eosin Methylene Blue)
Composition
Hydrogene phosphate
Dipotassique........ovveveeinieenneannn.. 2g/1
Bleu de méthylene........................ 0,065¢/1
Peptone..........cocovviiiiiiiiiinl. 10g/1
LactoSe.....vvuveeiiiiiieie e, 5S¢/l
Saccharose..........ccoovviiiiiiiiinnn. 5S¢/l
AGar. ..o 13,5¢/1
PH=7,2+0,2
Préparation

Me¢élanger 35,96g du milieu déshydraté dans 1L d’eau distillée, agitation et chauffage
sur lagitateur a plaque chauffante et enfin stériliser a I'autoclave a121°C pendant 15
min.

-Bouillon Nutritif (BN)

Composition
Peptone.........ccoooviiiiiiiiii S5g
extrait de viande......................... 3g
chlorure de sodum (NaCl).............. S5¢g

pH ajusté¢ 4 7,2+ 0,24 25°C

Préparation

Les composants du BN sont pesés avec précision, puis dissous dans environ 800
mL d’eau distillée sous agitation. Le volume est complété a 1 L avec de I'eau distillée. Le
pH est ajusté si nécessaire. La solution est ensuite répartie dans des flacons ou tubes, puis
stérilisée a I'autoclave a 121 °C pendant 15 a 20 minutes. Le bouillon obtenu est prét a étre

utilisé apres refroidissement.
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Effet des ultrasons sur la survie et la croissance d' Escherichia colidans le fus
de carotte au cours du stockage

Résume

La contamination microbienne des jus de fruits, notamment par Escherichia coli, représente un enjeu majeur en
matiére de santé publique. Pour sa richesse en nutriments et antioxydants, le jus de carotte est particuliérement exposé a
des altérations microbiennes en raison de sa grande teneur en eau, de son pH légérement acide et de ses propriétés
nutritives.

Les méthodes thermiques classiques, comme la pasteurisation, assurent la sécurité mais peuvent altérer le godt et les
nutriments du produit, d’ou 'intérét pour des alternatives non thermiques comme les ultrasons.

L’expérimentation a consisté a inoculer le jus avec une forte charge d’E. coli ATCC 25922, puis a appliquer des
traitements ultrasoniques a différentes amplitudes (60 a 90 %) et durées (1 a 7 minutes). Les résultats montrent que les
ultrasons permettent une réduction bactérienne immédiate allant jusqu’a -8 log a 90 % d’amplitude pendant 7 minutes, ce
qui répond aux exigences de sécurité de la FDA. Cependant, un phénomene de rebond bactérien a été observé apres
quelques jours de stockage, indiquant que l'effet reste principalement bactériostatique : les bactéries affaiblies peuvent
reprendre leur croissance si les conditions redeviennent favorables.

Sur le plan de la qualité, les ultrasons n’ont pas modifié le pH ni ’acidité titrable du jus, et la teneur en vitamine C
est restée stable, méme aprés 7 jours de stockage. Le °Brix n’a montré qu’une légére diminution a haute amplitude,
traduisant une préservation quasi totale de la qualité nutritionnelle et sensorielle du jus.

En effet, le traitement par ultrasons s’avére prometteur pour réduire la charge microbienne dans le jus de carotte
sans altérer ses qualités, mais il doit étre combiné a d’autres méthodes pour garantir une sécurité microbiologique
durable. Ce travail ouvre la voie a des solutions de conservation innovantes, respectueuses des attentes des
consommateurs et des industriels

Mots clés : Ultrasons, Escherichia coli ATCC25922, Jus de carotte.

Abstract

Microbial contamination of fruit juices, particularly by Escherichia coli, is a major public health issue. Due to its
high nutrient and antioxidant content, carrot juice is particularly susceptible to microbial spoilage because of its high
water content, slightly acidic pH and nutritional properties.

Conventional thermal methods, such as pasteurisation, ensure safety but can alter the taste and nutrients of the
product, hence the interest in non-thermal alternatives such as ultrasound.

The experiment consisted of inoculating the juice with a high load of E. coli ATCC 25922, then applying ultrasonic
treatments at different amplitudes (60 to 90%) and durations (1 to 7 minutes). The results show that ultrasound achieves
immediate bacterial reduction of up to -8 log at 90% amplitude for 7 minutes, which meets FDA safety requirements.
However, a bacterial rebound phenomenon was observed after a few days of storage, indicating that the effect remains
mainly bacteriostatic: weakened bacteria can resume growth if conditions become favourable again.

In terms of quality, ultrasound did not alter the pH or titratable acidity of the juice, and the vitamin C content
remained stable even after 7 days of storage. The °Brix showed only a slight decrease at high amplitude, reflecting almost
total preservation of the nutritional and sensory quality of the juice.

Ultrasound treatment shows promise in reducing the microbial load in carrot juice without altering its qualities, but
it must be combined with other methods to ensure long-term microbiological safety. This work paves the way for
innovative preservation solutions that meet the expectations of consumers and manufacturers.

Keywords: Ultrasound, Escherichia coli ATCC25922, carrot juice.
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