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Préambule 

Cette thèse CIFRE est le fruit d’un partenariat entre l’entreprise VF Bioscience et l’unité 

mixte de recherche transfrontalière (UMRt) 1158 BioEcoAgro. Cette UMRt regroupe 

environ 400 chercheurs, techniciens et doctorants des deux côtés de la frontière franco-

belge. Elle constitue un pôle d'excellence international dans les domaines du génie 

biologique appliqué à l'agriculture, aux biotechnologies, à l'agroalimentaire et à 

l'environnement. VF Bioscience, fondée en 2011, est spécialisée dans le développement 

d’ingrédients santé et de compléments alimentaires innovants, préventifs contre 

diverses pathologies. Ses produits sont élaborés à partir de plantes, de probiotiques et 

de produits issus de la fermentation. L’entreprise possède une vaste collection de 

souches de Lactobacillus utilisées comme probiotiques ou pour la fermentation de 

différents substrats. 

Depuis plusieurs années, VF Bioscience et l’UMRt 1158 BioEcoAgro collaborent autour 

de projets axés sur les probiotiques. En 2021, la Chaire industrielle Charles Viollette a été 

créée, avec pour objectif la valorisation de co-produits d’origine végétale. Ce consortium 

réunit des entreprises comme Eurabiotech, Premier Tech, Gecco, Leroux, l'Association 

des Producteurs d'Endives de France (APEF), VF Bioscience, ainsi que l’Institut sur la 

Nutrition et les Aliments Fonctionnels (INAF) au Québec et l'UMRt 1158 BioEcoAgro. 

Cette thèse s’inscrit dans le cadre de la chaire Charles Viollette et a pour principal 

objectif le développement d’un ingrédient santé issu de la fermentation de co-produits 

de chicorée et d’endive.  
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1. Cichorium intybus 

1.1. La chicorée : Cichorium intybus variété sativum 

1.1.1. Généralités sur les Asteraceae 

La chicorée dite industrielle ou Cichorium intybus variété sativum appartient à la famille 

des Asteraceae. Elle est la deuxième plus grande famille derrière celle des Orchidacées, 

et comporte 25 000 espèces réparties en 1 600 genres. Les Asteraceae sont des plantes 

herbacées utilisées dans divers domaines comme l’ornementation, la médecine ou 

encore l’agro-alimentaire. Parmi ces espèces, il y a les tournesols, les laitues, les 

coréopsis, les dahlias ou encore les marguerites (Nikolić and Stevović, 2015). Cette 

famille est présente dans le monde entier, exceptée dans les régions avec des climats 

glacials ou tropicaux, et se caractérise par une diversité morphologique très importante. 

Elle présente une grande diversité en termes de taille de la plante, de particularité des 

feuilles et des fleurs ou encore de pérennité (Šesták, 2002). Les espèces de cette famille 

sont nutritivement faibles en calories et en protéines, et sont sources de vitamines et de 

minéraux comme le sodium, le calcium, le potassium ou encore le magnésium (García-

Herrera et al., 2020). Les Asteraceae sont reconnues pour leurs propriétés biologiques, 

ce qui a conduit à leur utilisation dans diverses applications thérapeutiques. Certaines 

espèces sont même cultivées depuis plus de 3 000 ans dans le cadre de la médecine 

traditionnelle. Les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, 

prébiotiques et hépato-protectrices sont les plus couramment observées. Les molécules 

responsables de ces effets sont généralement des métabolites secondaires, notamment 

les polyphénols tels que les acides phénoliques et les flavonoïdes, ainsi que les 

triterpènes (Rolnik and Olas, 2021).  

1.1.2. Production de la chicorée industrielle 

La chicorée (var. sativum) est aujourd’hui majoritairement produite pour sa racine, qui 

une fois transformée, est consommée en tant que boisson, ou ajoutée au café. Elle est 

cultivée dans de nombreuses régions du monde notamment en Asie, en Amérique du 
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Nord et en Afrique, mais c’est surtout en France, premier pays producteur avec environ 

90 000 tonnes par an, que sa production est la plus importante (La Chicorée, 2024). La 

société Leroux, basée à Orchies (département du Nord), collabore avec 200 planteurs 

pour fournir 95 % de la production des Hauts-de-France (Agroalimentaire, La Chicorée 

Leroux, 2024 ; Fabrication de la chicorée).  

La chicorée dite industrielle, est semée au printemps puis récoltée à l’automne 

(Figure 1). Les chicorées sont effeuillées et les racines sont ensuite lavées, découpées 

en lamelles (appelées cossettes) et déshydratées pour atteindre un taux d’humidité de 

10 % permettant une bonne conservation. Les cossettes sont ensuite torréfiées puis 

concassées afin d’extraire le maximum de saveur lors de l’infusion. La chicorée liquide 

est filtrée, centrifugée puis évaporée afin de la concentrer. Selon le type de produit, la 

chicorée peut être séchée par atomisation (Fabrication de la chicorée).  

 

Figure 1 : Schéma présentant la production de la chicorée industrielle (Réussir la culture de l’endive ; 
Fabrication de la chicorée). 

En noir : les différentes étapes de production et les produits, en orange : les co-produits générés lors de 
cette production. La chicorée est semée au printemps et récoltée en automne où elle est effeuillée avant 
d’être lavée et découpée en cossettes. Les cossettes sont ensuite déshydratées, torréfiées et concassées. 
Une partie de ces cosettes est commercialisée en l’état tandis que l’autre partie est infusée afin d’obtenir 
de la chicorée liquide qui sera concentrée et/ou atomisée avant d’être commercialisée.  
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Au cours du processus de production de la chicorée industrielle, différents co-produits 

sont générés. Parmi ces derniers, il y a les feuilles de chicorée, les fines de cossettes non 

torréfiées, les fines de cossettes torréfiées ainsi que le marc de chicorée. 

1.2. L’endive : Cichorium intybus variété foliosum 

1.2.1. Généralités sur l’endive 

L’endive (Cichorium intybus variété foliosum) est la petite sœur de la chicorée, elle fut 

découverte en 1850 par le plus grand des hasards. En effet, un jardinier belge, M. Bréziers, 

aurait caché des pieds de chicorée sauvage dans une cave afin de payer moins d’impôts. 

Celui-ci aurait découvert quelques semaines plus tard des plantes blanches en fuseaux 

se développant sur les pieds de chicorée, c’est ainsi que serait née l’endive (Le chicon, 

l’endive du Nord). Cette endive belge, également appelée chicon en Belgique ou dans le 

nord de la France, souvent consommée en salade ou en gratin, appartient comme la 

chicorée à la famille des Asteraceae. La phylogénie des chicorées est présentée en 

Figure 2.  

 

Figure 2 : Arbre phylogénétique des chicorées (Chicorée et endive). 

L’endive est essentiellement cultivée en Europe notamment en Italie, en Grèce, au 

Luxembourg ou encore en Belgique, mais surtout en France, qui reste le premier pays 
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producteur mondial avec 124 400 tonnes d’endives produites lors de la saison                 

2022-2023. Cependant, cette production subit une diminution d’environ 18 % depuis 

2018 (Endive. Agreste, la statistique agricole, 2024). En effet, l’endive est un légume 

caractérisé par une texture croquante mais également une amertume prononcée qui 

peut déplaire aux nouveaux consommateurs. 

1.2.2. Production de l’endive 

La région Hauts-de-France produit 95 % des endives cultivées en France, la seconde 

région productrice étant la Bretagne. L’ Association de Producteurs d’Endives de France 

(APEF) fournit 78 % de la production française, avec plusieurs variétés : l’endive blanche 

qui est la plus connue, mais également la Carmine©
, qui est un croisement entre l’endive 

blanche et l’endive rouge, ainsi que la Barbucine© qui est une endive frisée (Figure 3) 

(APEF – endive.fr). 

 

Figure 3 : Différentes variétés d'endives produites par l'APEF. 

La culture de l’endive se déroule en deux étapes, la première concerne l’obtention de 

racines cultivées en champs et la seconde le forçage, qui permet d’obtenir la tête de 

l’endive qui sera ensuite consommée. L’endive est semée chaque année au printemps à 

partir des graines provenant de sa fleur bleue dans un sol riche et drainé (Figure 4). 
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Figure 4 : Représentation schématique des différentes étapes de la production de l’endive (Cichorium 
intybus var. foliosum). 

L’endive est semée au printemps puis récoltée en automne. Elle est ensuite effeuillée, et traitée afin d’éviter 
un développement fongique. Les racines pivotantes sont ensuite forcées durant 21 jours à l’obscurité afin 
d’obtenir les têtes d’endives commercialisées après élimination des feuilles externes. En noir : les 
différentes étapes de production, en orange : les co-produits générés lors de cette production. 

 

Les racines pivotantes sont récoltées à l’automne. Elles sont effeuillées et seules les 

racines dont le calibre est conforme sont sélectionnées. Avant leur stockage, elles 

subissent un traitement antifongique car elles sont très sensibles à certains 

champignons comme Phytophtora sp. et Sclerotina sp. Elles sont ensuite stockées en 

chambre froide entre -2 °C et 0 °C avec une humidité relative comprise entre 95 et 98 % 

pendant une période qui peut atteindre un an. Les racines sont ensuite forcées dans des 

chambres à l’abri de la lumière à une température de 20 °C pendant 21 jours. Durant le 

forçage, les racines sont alimentées par une solution nutritive hydroponique permettant 

d’apporter les nutriments nécessaires à la croissance des têtes d’endives hors de la terre. 

À la suite de ces trois semaines, les têtes d’endives sont séparées des racines qui 

contiennent encore 50 % des nutriments présents avant forçage. Ces dernières 

constituent l’un des co-produits majeurs de la production d’endives belges qui 

représente environ 400 000 tonnes par an. En plus des racines après forçage, les feuilles 

en champs, les racines n’ayant pas le bon calibre, et les épluchures d’endives retirées 

avant emballage, constituent l’ensemble des co-produits générés au cours de la 
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production de l’endive. Ces derniers sont utilisés en alimentation animale, en production 

de biogaz ou encore en compost (Van Arkel et al., 2022). 

1.3. Composition moléculaire de la chicorée et de l’endive 

Il est assez complexe de déterminer la composition exacte de la chicorée et de l’endive. 

En effet, les différentes teneurs en macroéléments et en microéléments varient non 

seulement en fonction de la variété, mais également en fonction des conditions de 

culture, du processus de production ou encore des conditions météorologiques. De plus, 

certaines études portant sur Cichorium intybus L. ne donnent pas de spécification sur la 

variété étudiée, sativum ou foliosum. 

L’endive et la chicorée ont une composition moléculaire relativement proche. Elles sont 

toutes deux très riches en eau, avec environ 94 g pour 100 g de matière fraîche. 

Cependant, les quantités des différents composés varient entre les racines et les feuilles, 

ces dernières étant plus riches en eau (Table 1).  
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Table 1 : Composition en macronutriments de la chicorée pour 100 g de matière sèche selon Nwafor 
et al., (2017); Perović et al.,( 2021); Pouille et al.,( 2022). 

Composé 
Quantité en g/100 g de matière sèche 

Racine Feuille 

Eau 96* 93-95* 

Cendres 3,8-9 10,9-18,7 

Protéines 

Protéines solubles 

Acides aminés libres 

1,4-6,8 

5,6 

1,2 

10,2-14,7 

14,1 

8,5 

Lipides 0,1-3,1 1,9-2,5 

Glucides 

Glucides solubles 

Inuline 

70,4-91,5 

11,1-12,3 

44,7-91,5 

38,2-72,1 

7,8 

ND 

Fibres alimentaires 

Fibres solubles 

Fibres insolubles 

31,2-49 

0,4-66,9 

22,9-30,7 

16,8-22,4 

ND 

11 

* : valeur pour 100 g de matière fraiche 

 

L’apport énergétique de la chicorée comme de l’endive est très faible, entre 17 et 23 kcal 

pour 100 g de matière fraîche. Ceci est dû à leurs faibles teneurs en protéines et en 

lipides, ainsi qu’à leur forte teneur en eau. En revanche, elles présentent des teneurs 

importantes en minéraux, en vitamines et en fibres alimentaires. Concernant les 

protéines, la quantité pour 100 g de matière sèche est comprise entre 1,4 et 14,7 g. Les 

lipides sont les macronutriments les moins présents au sein de la chicorée avec des 

teneurs allant de 0,1 à 3 g/100 g. La chicorée est considérée comme un aliment riche en 

fibres alimentaires avec des teneurs allant de 16,8 à 49 g/100 g. Parmi ces fibres 

alimentaires, la principale est l’inuline, un glucide complexe dont la teneur est beaucoup 

plus importante dans les racines que dans les feuilles. Les glucides représentent 38,2 à 

90,8 g/100 g et sont les macronutriments les plus abondants (Nwafor et al., 2017; Saeed 

et al., 2017; Perović et al., 2021; Pouille et al., 2022).  
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1.3.1. L’inuline 

La molécule de réserve des Asteraceae est l’inuline (Figure 5), un polymère de fructose, 

principalement linéaire, comprenant entre 2 et 60 monomères liés par des liaisons  

O-glycosydique de type β(2-1) et se terminant par une molécule de glucose.  

 

Figure 5 : Structure moléculaire de l’inuline. 

La chicorée est très riche en inuline, et plus particulièrement au niveau des racines (Van 

Arkel et al., 2022), qui en contiennent entre 60 et 91,5 g/100 g de matière sèche. L’inuline 

est ainsi extraite des racines de chicorée pour être utilisée par l’industrie agroalimentaire 

en tant que fibre alimentaire. 

L’endive en contient moins que la chicorée industrielle, et l’inuline qu’elle produit 

présente un degré de polymérisation plus faible. C’est pourquoi, l’endive n’est pas utilisée 

pour l’extraction de l’inuline. La quantité d’inuline dans la racine fluctue au cours du 

temps. Les racines pivotantes en champs, qui sont des organes de stockage, contiennent 

63,4 g/100 g de glucides dont 52,5 g/100 g d’inuline. Pendant le stockage, la quantité 

d’inuline dans les racines diminue à 33 g/100 g pour former du saccharose, du fructose 

et du glucose, maintenant une quantité de glucides totaux stable. Plus la température de 

stockage est importante, plus la dégradation de l’inuline l’est aussi (Van Arkel et al., 

2022). Cette caractéristique a permis de développer un test pour déterminer le niveau de 

maturité des racines pivotantes. Si le jus issu des racines forme un gel après 24 h à 

température ambiante, alors elles ne sont pas encore matures. Ce gel résulte du taux 

important d’inuline (Wan et al., 2020; APEF – endive.fr). 
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Durant le forçage, la teneur en inuline dans les racines diminue encore. En revanche, la 

quantité totale de glucides provenant de la lyse de l’inuline augmente pour atteindre entre 

35,41 et 50,9 g/100 g de matière sèche (Van Arkel et al., 2022), ce qui signifie que plus de 

70 % des glucides totaux se trouvent encore dans la racine après forçage. Par rapport aux 

racines, les têtes d’endives ont des teneurs en inuline faibles, mais sont plus riches en 

glucides libres avec des valeurs comprises entre 33,6 et 38,8 g/100 g de matière sèche. 

En effet, au fur et à mesure de la croissance de la tête d’endive, l’inuline de la racine est 

hydrolysée en fructose libre afin de servir de source de carbone pour la croissance des 

têtes d’endives. 

En plus d’être utilisée comme fibre alimentaire, l’inuline possède de nombreux effets, 

notamment celui de prébiotique. Les prébiotiques sont des composants alimentaires 

non digestibles ayant des effets bénéfiques pour la santé en stimulant l’activité et la 

croissance de nombreuses bactéries comme les Bifidobactéries et les Lactobacilles. 

C’est l’une des raisons pour lesquelles les co-produits de la filière endive sont en partie 

revalorisés en alimentation animale. L’inuline se place même en tête de liste des 

prébiotiques les plus utilisés, en raison de sa grande disponibilité dans de nombreuses 

plantes (Samanta et al., 2013; Uerlings et al., 2020). Son effet prébiotique permet la 

régulation du taux de lipides dans le sang, l’amélioration de l’absorption intestinale de 

minéraux tel que le calcium ou le magnésium. L’inuline exerce également un effet 

bifidogène, favorisant le développement des bifidobactéries au détriment de certains  

pathogènes (Shoaib et al., 2016). Il a été rapporté qu’un faible degré de polymérisation de 

l’inuline et des conditions de stockage à basse température durant 4 mois engendraient 

un meilleur effet prébiotique. Afin de mesurer cet effet prébiotique, certains chercheurs 

ont utilisé des Lactobacilles, et plus précisément des Lacticaseibacillus paracasei 

capables de dégrader l’inuline comme source de carbone pour leur croissance. L’inuline 

pourrait également jouer un rôle dans la prévention du cancer colorectal en inhibant la 

formation de foyers de cryptes aberrantes, un marqueur précancéreux. De plus, la 

production de butyrate issue de la fermentation de l’inuline pourrait réduire, voire inhiber, 

la croissance tumorale (Wan et al., 2020). 

L’inuline possède également des activités antidiabétiques et hypocholestérolémiantes. 

En effet, une étude menée chez le rat a montré que l’administration de chicorée, à court 
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et à long terme, pouvait ralentir la progression du diabète de type 2 (Ghamarian et al., 

2012). Un extrait éthanolique de chicorée administré durant 14 jours à des rats a permis 

une diminution de 20 % du glucose plasmatique, de 91 % de triglycérides et de 16 % du 

cholestérol total. Ces effets seraient potentiellement dus à la présence d’inuline (Perović 

et al., 2021). Outre son effet prébiotique, l’inuline possède une activité hépato-

protectrice. En effet, une étude réalisée sur 24 porcelets mâles castrés a montré que 

l’inuline régulait l’expression des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique 

et augmentait l'expression des protéines impliquées dans la protection des hépatocytes 

contre le stress oxydatif (Lepczyński et al., 2017; Ignat et al., 2021). 

La chicorée n’est donc pas seulement utilisée en tant que boisson mais également afin 

d’en extraire l’inuline qui possède également de nombreuses propriétés techno-

fonctionnelles. L’inuline est hydrosoluble, stabilise les émulsions, améliore la texture 

ainsi que la viscosité. Elle est thermiquement stable, ce qui signifie qu'elle résiste à des 

températures élevées, même proches de 100 °C. De plus, son caractère hygroscopique 

permet d’améliorer la durée de conservation des aliments. L’inuline a un faible indice 

glycémique lorsque la chaîne de fructose est relativement petite. Elle possède un pouvoir 

sucrant équivalent à 30-50 % de celui du saccharose, et peut être utilisée pour substituer 

le sucre dans certains cas. Elle peut aussi être utilisée dans le domaine pharmaceutique 

pour ces capacités à stabiliser certains médicaments, notamment ceux à base de 

protéines (Kaur and Gupta, 2002; Wan et al., 2020; Pouille, 2022; Van Arkel et al., 2022). 

1.3.2. Les lactones sesquiterpènes 

La chicorée est riche en métabolites secondaires, notamment en terpènes, et plus 

particulièrement en lactones sesquiterpènes (LST), ce qui lui permet d’interagir avec son 

environnement en exerçant un rôle de défense (Perović et al., 2021). Les LST sont des 

composés organiques solubles, constitués d’une chaîne de 15 carbones, qui possède un 

cycle lactone contenant un groupe exométhylène conjugué (α-méthylène-ɣ-lactone). Les 

LST sont les deuxièmes métabolites spécialisés les plus retrouvés chez les Asteraceae, 

et sont responsables en grande partie de l’amertume de la chicorée. Ces derniers sont 

stockés dans des compartiments spécialisés, appelés lactifères, dans les feuilles 
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comme dans les racines, (Twarogowska et al., 2020; Perović et al., 2021; Van Arkel et al., 

2022). 

Les principaux LST présents dans la chicorée sont de type guaianolide. Parmi ces 

derniers, il y a  la lactucine, la dihydrolactucine, la lactucine-15-oxalate, la 8-

déoxylactucine-15-oxalate, la lactucopicrine, et la lacucopicrine-15-oxalate, 

principalement présents sous leur forme oxalée (Figure 6). Les quantités des LST 

diffèrent entre la chicorée industrielle et l’endive. Les racines de chicorée industrielle en 

contiennent 0,8 g/100 g de matière sèche (Perović et al., 2021; Pouille, 2022).  

 

Figure 6 : Les 8 principales lactones sesquiterpènes de la chicorée d’après Van Arkel et al., (2022). 

Concernant l’endive qui est moins riche en LST, sa composition varie au cours des 

différentes étapes du processus de production. Pour la lactucine, la lactucopicrine, la 

dihydrolactucine et la lactucopicrine-15-oxalate, leur teneur diminue durant le stockage 

et augmente durant le forçage : plus la durée de stockage est longue, plus la quantité 

après forçage est importante. Les teneurs de lactucine-15-oxalate et de                                                    

8-déoxylactucine-15-oxalate stagnent ou augmentent très légèrement durant le 

stockage, puis augmentent légèrement lors du forçage, tout comme les autres LST. Il a 

été rapporté que la quantité de dihydrolactucine-15-oxalate augmentait durant le 
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stockage par rapport à celle présente dans les racines en champs. Globalement, la 

quantité de LST est significativement plus importante dans les racines après forçage que 

dans les têtes d’endives (Van Arkel et al., 2022).  

Généralement, une faible teneur en LST dans les têtes d’endives est bénéfique à 

l’appréciation du consommateur. En effet, les LST sont responsables de l’amertume de 

l’endive, particulièrement la 8-déoxylactucine glycoside. Il est possible de mesurer 

l’amertume. Plus son seuil de détection papillaire (µg/g) est faible, plus le pouvoir amer 

du composé est élevé. Pour la lactucopicrine et la dihydrolactucopicrine, les seuils sont 

respectivement de 0,5 et 0,2 µg/g. Ils sont plus importants pour la lactucine et la 

dihydrolactucine avec respectivement 1,4 et 1,7 µg/g. Certains procédés peuvent réduire 

l’amertume de l’endive, comme la cuisson à plus de 40 °C pendant plus de 2 minutes, qui 

permet l’extraction des LST (Twarogowska et al., 2020).  

Tout comme les autres composés présents dans l’endive, les profils de LST varient en 

fonction de la variété, de la matrice, des conditions de croissance, des conditions 

météorologiques, et des conditions et de la température de stockage. Plus cette dernière 

est faible, plus la quantité de LST est importante (Twarogowska et al., 2020; Van Arkel et 

al., 2022). 

Les LST ont également été caractérisés pour leur activité anti-tumorale, car ces 

molécules, possédant un cycle, facilitent l’alkylation des thiols en sensibilisant les 

cellules cancéreuses aux traitements chimiques (Van Arkel et al., 2022). D’autres études 

ont montré que les LST exerçaient une activité anti-inflammatoire. En effet, lorsqu’ils sont 

mis au contact de macrophages en présence de lipopolysaccharides (LPS), ils réduisent 

la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Les LST ont également montré une activité 

pro-apoptotique sur des cellules hépatiques HepG2 en induisant une augmentation 

dose-dépendante du pourcentage de cellules apoptotiques (Pouille et al., 2022).  

Les LST sont produits par les plantes dans un but de défense, c’est donc pour ces raisons 

que la chicorée possède des activités antifongiques ou encore antiparasitaires. Une 

étude a montré que les LST de la chicorée et plus particulièrement la 8-déoxylactucine et 

la 11,13-dihydrolactucine étaient responsables de l’activité antifongique contre 

Pythium ultimum ou Trichophyton tonsurans var. sulfureum (Mares et al., 2005).  
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D’autres études ont montré que des extraits de LST de feuilles de chicorée inhibaient 

l’éclosion des œufs du parasite Ostertagia ostertagi. Parmi ces LST, la lactucine,  

la 11,13-dihydrolactucine, la 8-déoxylactucine, la 11,13-dihydro-8-déoxylactucine, la 

lactucopicrine et la 11,13-dihydrolactucopicrine pouvaient être responsables de cette 

activité antiparasitaire (Peña-Espinoza et al., 2015, 2017; Woolsey et al., 2019). 

Les LST auraient également des activités anti-malaria. En effet, dans les années 70, les 

racines de chicorée étaient utilisées en Afghanistan comme remède pour lutter contre 

cette maladie parasitaire. Une étude a montré que les LST et plus particulièrement la 

lactucine et la lactucopicrine de la chicorée étaient responsables de cette activité 

(Bischoff et al., 2004). 

1.3.3. Les acides hydroxycinnamiques 

Les principaux métabolites spécialisés produits par la chicorée sont les polyphénols. 

Leur structure est caractérisée par un ou plusieurs cycles benzéniques contenant au 

moins 2 groupes hydroxyles. Ces fonctions hydroxyles sont chimiquement très réactives, 

ce qui leur confèrent certaines activités mais réduisent leur stabilité. En effet, certaines 

réactions chimiques comme l’auto-oxydation, l’épimérisation, l’estérification ou encore 

l’alkylation peuvent les modifier. Différents facteurs physiques peuvent accentuer ces 

réactions, comme la température : plus elle est basse, plus la stabilité de ces composés 

est grande. Après différents traitements, tels que 30 minutes à 70 °C ou 7 minutes à 98 °C, 

environ 20 % des polyphénols sont dégradés. Les températures de stockage peuvent 

donc affecter leur stabilité. Ainsi, plus le stockage est long, plus la température doit être 

faible. Un stockage à 4 °C est une température suffisamment faible pour ne pas impacter 

la structure des polyphénols. Cependant, pour des longues périodes de stockage, il est 

nécessaire de congeler les matrices contenant les polyphénols. Ces derniers sont 

également très sensibles à la lumière. Il est donc nécessaire de les protéger lors de leur 

stockage. En plus des paramètres physiques, des paramètres chimiques comme le pH 

peuvent réduire leur stabilité. Lorsqu’il est alcalin, les polyphénols sont instables. Un pH 

adapté aux polyphénols est un pH inférieur à 6. D’autres facteurs comme la présence 

d’oxygène peuvent également contribuer à leur dégradation. En effet, en raison de leur 

forte activité antioxydante, les polyphénols peuvent s’auto-oxyder (Deng et al., 2018). 
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Les polyphénols sont classés selon plusieurs familles : les flavonoïdes, les tannins, les 

stilbènes, les coumarines, les lignanes, les xanthanes, les amides polypénoliques et les 

acides phénoliques. Cette dernière famille est composée d’acides benzoïques et 

d’acides hydroxycinnamiques. Ces derniers sont présents dans la chicorée, comme 

l’acide chicorique, les acides chlorogénique et isochlorogénique, l’acide caféique ou 

encore l’acide caftarique. Les acides hydroxycinnamiques sont composés d’un cycle 

benzénique et d’une chaîne comportant entre 3 et 6 atomes de carbone. Les acides 

hydroxycinnamiques proviennent de la voie de synthèse de l’acide shikimique. Ces 

acides sont majoritairement synthétisés à partir de deux acides aminés, la phénylalanine 

et la tyrosine, ainsi que par l’action de différentes enzymes d’hydroxylation, de 

méthylation et d’estérification (Figure 7 ) (Tsao, 2010; Taofiq et al., 2017; Meyer, 2018; 

Pouille, 2022).  
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Figure 7 : Voie de synthèse des acides hydroxycinnamiques de la chicorée (Legrand et al., 2016; Taofiq 
et al., 2017). 

PAL : phénylalanine ammonia-lyase, TAL : tyrosine ammonia-lyase, C4H : cinnamate 4-hydroxylase,  
4CL : 4-coumaroyl CoA lyase, M : méthylation, H : hydroxylation, HCT : hydroxycinnamoyl-CoA, 
HQT : hydroxycinnaoyltransferase, COMT : acide caféique-O-méthyltransférase, C3’H : p-coumaroyl ester 
3’-hydroxylase, CSE : caffeoyl sikimate esterase, CE : cinnamoyl esterase, E : esterification. 

 

Malgré la présence d’acides hydroxycinnamiques dans la chicorée et l’endive, des 

différences quantitatives existent. Pour la chicorée industrielle, la quantité totale de 

polyphénols exprimée en équivalent d’acide gallique dans la racine est comprise entre 

0,37 et 2 g/100 g de matière sèche. La racine est la seule partie de la plante utilisée en 

industrie, même si les teneurs en composés phénoliques sont également importantes 

dans les feuilles. Ces valeurs dépendent de plusieurs facteurs comme le mode de 

culture, la date de récolte, ou encore des solvants d’extraction (Malarz et al., 2013; 

Nwafor et al., 2017; Perović et al., 2021; Pouille, 2022).  

Au cours du processus de production de l’endive, la quantité des acides 

hydroxycinnamiques évolue. Les acides les plus abondants sont les acides chicorique, 
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chlorogénique, isochlorogénique A et caftarique. La différence est déjà présente entre les 

feuilles et les racines en champs. Pour les quatre composés, les feuilles sont plus riches 

avec 378,5 µg/g d’acide caftarique, 666,4 µg/g d’acide chlorogénique, 1085,7 µg/g d’acide 

chicorique et 114,4 µg/g d’acide isochlorogénique A, comparé respectivement à 2,6 µg/g, 

469,4 µg/g, 31,9 µg/g et 97,9 µg/g pour les racines. Durant le stockage et le forçage, les 

quantités des composés comme les acides caftarique, chicorique, chlorogénique et 

isochlorogénique A varient (Nwafor et al., 2017; Twarogowska et al., 2020). Ces teneurs 

peuvent varier en fonction de la sous espèce, des conditions de production et 

météorologiques, mais également en fonction des solvants d’extraction (Willeman et al., 

2014). 

Tout comme les LST, les polyphénols sont des composés ayant de nombreuses activités 

biologiques. En effet, les plantes produisent des polyphénols afin de s’adapter à leur 

environnement, notamment afin de lutter contre les stress biotique et abiotique : les 

ultraviolet (UV), les autres plantes, les insectes ou encore les bactéries et les virus. De 

plus, les polyphénols sont aussi responsables de la couleur, de l’odeur ou encore de la 

saveur des plantes et des fleurs (Rasouli et al., 2017; Taofiq et al., 2017; Van Arkel et al., 

2022). La principale activité biologique des polyphénols est l’activité antioxydante, mais 

les acides hydroxycinnamiques sont également connus pour leurs propriétés 

antidiabétiques. Une étude a évalué le potentiel anti-hyperglycémique de 3 acides 

hydroxycinnamiques présents dans les racines de chicorée, les acides chicorique, 

caféique et férulique. In vitro, l’acide caféique et l’acide férulique ont réduit la 

glycogénolyse induite par le glucagon dans les cellules hépatiques. Ces travaux ont 

également montré chez le rat que l’acide férulique induisait une augmentation de la 

sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques, tout en inhibant la captation du 

glucose par les cellules musculaires. Ces 3 acides hydroxycinnamiques seraient donc 

capables de diminuer la glycémie sans détériorer les cellules hépatiques (Azay-Milhau et 

al., 2013; Jackson et al., 2017). L’acide chlorogénique, quant à lui, pourrait améliorer la 

régulation de la glycémie postprandiale chez les personnes âgées ou atteintes de diabète 

de type 2. Cet effet antidiabétique, tout comme celui de l’acide caftarique et de l’acide 

chicorique, pourrait être en partie dû à l’inhibition de l’α-glucosidase et de la lipase 
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pancréatique, comme cela a été observé chez des patients consommant une infusion 

contenant de la chicorée (Verhulst et al., 2023). 

En plus de ces activités, les acides hydroxycinnamiques de la chicorée ont un pouvoir 

antibactérien. Une étude portant sur la conservation de produits cosmétiques a montré 

que l’acide p-coumarique était capable d’inhiber certains pathogènes comme 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger et Candida 

albicans. L’acide chlorogénique a montré des activités antibactériennes sur de 

nombreuses souches. Pour les Lactobacilles, la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

de l’acide chlorogénique est comprise entre 125 et 1000 µg/mL. De plus, des études ont 

montré que leur activité antimicrobienne contre les bactéries à Gram positif et à Gram 

négatif était renforcée lorsqu’ils étaient combinés aux antibiotiques ou aux acides 

hydroxycinnamiques. Ces acides exercent une activité antibactérienne similaire à celle 

de acides benzoïques, probablement en raison du même nombre de groupe hydroxyle 

qu’ils possèdent (Taofiq et al., 2017; Godlewska-Żyłkiewicz et al., 2020). 

2. Propriétés bioactives de la chicorée et de l’endive 

2.1. Activité antioxydante 

2.1.1. Le stress oxydatif 

L’oxydation est le transfert d’un électron d’un atome à un atome d’oxygène, qui agit 

comme accepteur final de cet électron. Au niveau cellulaire, l’oxydation est une réaction 

essentielle, impliquée dans de nombreux mécanismes de défense et de signalisation. 

Cependant, elle peut évoluer en stress oxydatif lorsque la production de radicaux libres 

ou d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) devient excessive (Figure 8). Ces ERO sont des 

composés chimiques caractérisés par la présence d’électrons non appariés sur leur 

couche externe, ce qui les rend instables et leur confère une demi-vie relativement 

courte. Ces ERO sont décrits dans la Table 2 (Gülçin, 2012; Dussert, 2020; Sies and 

Jones, 2020). 
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Figure 8 : Voie de synthèse des ERO au sein des cellules, d’après (Dussert, 2020) 

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite, SOD : superoxyde dismutase. 
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Table 2 : Espèces réactives de l’oxygène - production et rôle (Gülçin, 2020; Sies and Jones, 2020). 

Nom Abréviation Production Rôle 

Radical hydroxyle HO. 

Espèce la plus réactive, 

produit à partir d’H2O2 et 

de ONOOH, sous-produit 

de l’action immunitaire 

lors de la réaction de 

Fenton 

Initie la peroxydation des lipides, 

induit des dommages à l’ADN, aux 

protéines et aux lipides, impliqué 

dans des troubles neurologiques 

Anion superoxyde O2
.- 

Produit à partir d’O2 par 

P450 et la NADPH oxydase 

Permet la formation de H2O2 et O2 

par la superoxyde dismutase, 

impliqué dans la signalisation 

cellulaire, initie des réactions de 

défense 

Hydroperoxydes 

d’hydrogène 
RO. et ROO. 

Généré lors de la 

peroxydation des lipides 
Signalisation cellulaire 

Hyperoxydes 

organiques 
ROOH 

Généré lors de la 

peroxydation des lipides 

Signalisation cellulaire, affecte les 

lipoprotéines 

Monoxyde d’azote NO. Produit à partir d’arginine  

Messager cellulaire, diminue la 

pression artérielle, produit ONOO 

avec O2
.- 

Peroxynitrite ONOO- 
Produit à partir de  

NO. et O2
.- 

Induit la peroxydation des lipides, 

signalisation cellulaire  

Peroxyde 

d’hydrogène 
H2O2 

Produit par la SOD à partir 

de l’anion superoxyde 

Signalisation redox, génère des 

radicaux hydroxyles en présence 

d’ions métalliques 

Oxygène singulet 1O2 
Produit dans les tissus 

exposés à la lumière 
Dommages cutanés 

Acide 

hyperchloreux 
HOCl 

Produit dans les vacuoles 

phagocytaires à partir 

d’H2O2 

 

ADN : acide désoxyribonucléique.  

 

Ces espèces sont continuellement produites par l’organisme. Les trois organites 

responsables de la production d’ERO forment le triangle redox composé de la 

mitochondrie, du réticulum endoplasmique et des peroxysomes (Sies et al., 2022).  
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La mitochondrie est l’organite responsable de la plus importante production d’ERO, se 

situant au niveau de la chaîne respiratoire, dans la membrane interne (Figure 9). 

 

Figure 9 : Production d’ERO dans la membrane interne de la mitochondrie. 

Trois complexes au sein de la mitochondrie sont responsables de la production d’ERO. Le premier 
correspond à la NADPH-ubiquinone oxydoréductase, le deuxième à la succinate déshydrogénase et le 
troisième à l’ubiquinone-cytochrome c oxydoréductase. Si les ERO produits sont trop importants, alors la 
cellule met en place des canaux anioniques ou des pores de transition afin de les sécréter. Si la sécrétion 
ne suffit pas, alors un signal apoptotique est émis. 

 

Au sein de la mitochondrie, trois complexes produisent des ERO, le premier est la NADH-

ubiquinone oxydoréductase, la principale source d’ERO. Le deuxième, est la succinate 

déshydrogénase qui transforme le succinate en fumarate par oxydation. Le troisième 

complexe correspond à l’ubiquinone-cytochrome c oxydoréductase. L’enzyme p66SHC 

induit un signal d’apoptose en générant des ERO par l’oxydation du cytochrome c. Cette 

oxydation provoque la formation de H2O2 à partir de O2
.- (Giorgio et al., 2005; Yang and 

Lian, 2020). Dans le réticulum endoplasmique, les enzymes productrices d’ERO sont le 

cytochrome p-450, qui produit H2O2 et O2
.-, à partir de stéroïdes, ou encore les 

cyclooxygénases qui oxydent l’acide arachidonique en prostaglandines et thromboxanes. 

Pour finir, les lipoxygénases situées dans les peroxysomes, catalysent la peroxydation 

des acides gras. Les cyclooxygénases et les lipoxygénases sont des intermédiaires 

d’activation et de contrôle de la réponse inflammatoire (Dussert, 2020; Sies and Jones, 
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2020). La production d’ERO peut également être due à des sources exogènes comme les 

UVs, les rayons X, les ultrasons, les micro-ondes, la chaleur ou encore les agents 

chimiques. C’est le plus souvent ces sources de production non contrôlées par 

l’organisme qui peuvent lui être néfastes (Sies, 1997; Dussert, 2020). 

Les EROs sont souvent considérées comme délétères pour l’organisme. Cependant, 

elles sont essentielles et agissent comme des molécules de signalisation dans de 

nombreuses voies (Yang and Lian, 2020). Seule leur surproduction est néfaste pour les 

cellules en provoquant un stress oxydatif. Ce dernier correspond à une production d’ERO 

supérieure au seuil physiologique et non compensée par leur antioxydant endogène. 

L’équilibre redox est donc régulé par différentes enzymes afin d’éviter cette 

surproduction, comme les catalases, les peroxydases, la NADPH oxydase ou la 

superoxyde dismutase. D’autres systèmes peuvent également être mis en place par les 

cellules, notamment au niveau des mitochondries. Les ERO induisent la production de 

canaux anioniques au niveau de la membrane interne, ainsi que des pores de transition 

de perméabilité mitochondriale afin de sécréter ces ERO dans le cytosol. Si le taux de 

ERO dans la mitochondrie est trop important et que son mécanisme de sécrétion ne lui 

permet pas de revenir au seuil adéquat, la mitochondrie peut se dissocier et avoir un rôle 

délétère pour la cellule (Zorov et al., 2014). La mutation de certaines enzymes, comme la 

NADH-ubiquinone oxydoréductase ou la p66 SHC, peut également augmenter le taux 

d’ERO. Le stress oxydatif peut être à l’origine de nombreuses pathologies comme le 

diabète, les maladies cardiaques, inflammatoires et neurologiques, les accidents 

vasculaires cérébraux, l’infertilité, le syndrome d’immunodéficience ou encore le cancer.  

(Gülçin, 2020; Yang and Lian, 2020).  

2.1.2. Les molécules antioxydantes 

Le rôle des molécules antioxydantes est de palier aux différentes pathologies liées à la 

surproduction d’ERO. Les antioxydants sont définis comme « une substance qui, 

présente à de faibles concentrations par rapport à un substrat oxydable, retarde ou inhibe 

de manière significative l’oxydation de ce substrat » (Sies, 1997). Ces antioxydants 

préviennent les réactions en chaîne et le développement de maladies chroniques. 

Certaines de ces molécules antioxydantes sont utilisées par l’industrie agroalimentaire 
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pour prolonger la durée de conservation des aliments tout en préservant leur propriétés 

organoleptiques, notamment en retardant la peroxydation des lipides (Gülçin, 2020). 

Il existe des antioxydants synthétiques ou naturels. Les antioxydants synthétiques sont 

soumis à de nombreuses règles d’utilisation strictes, notamment à cause de leurs 

potentiels effets toxiques et cancérigènes. Les plus connus sont le butylhydroxyanisole 

(BHA), le butylhydroxytoluène (BHT), le tert-butylhydroquinone (TBHQ) et le gallate de 

propyle (Gülçin, 2012). Il est donc préférable de privilégier les antioxydants naturels. Les 

fruits et les légumes sont des sources naturelles d’antioxydants, et principalement de 

polyphénols (Wolfe et al., 2008). Ces métabolites secondaires, décrits précédemment 

dans le manuscrit, sont largement répandus dans le règne végétal. Leur activité 

antioxydante dépend du nombre et de la position des groupes hydroxyles. Ainsi, les 

acides hydroxycinnamiques ont une activité significativement plus élevée que les autres 

acides phénoliques, tels que les acides hydroxybenzoïques (Chen and Ho, 1997). Cette 

activité accrue est due aux conjugaisons au sein des doubles liaisons du(des) cycle(s) 

aromatique(s), qui permettent une meilleure stabilisation des radicaux libres. Parmi ces 

acides, les plus importants sont les acides caféique, férulique, chlorogénique et 

rosmarinique. D’autres molécules ont également une activité antioxydante 

significativement élevée comme les flavonoïdes, les flavonols, les caroténoïdes, les 

vitamines, les stilbènes, les coumarines, les lignans et les tanins (Shahidi, 1997; Gülçin, 

2020). 

Afin d'identifier et de comparer ces antioxydants, plusieurs tests ont été développés, 

basés sur différents mécanismes biochimiques, permettant de mettre en évidence les 

propriétés variées des antioxydants. Certains de ces tests reposent sur la capacité des 

antioxydants à transférer un atome d’hydrogène, comme les tests Oxygen Radical 

Absorbance Capacity (ORAC), Total Radical trapping Antioxidant Parameter (TRAP), TOtal 

radical Scavenging Capacity Assay (TOSCA), ainsi que sur l’inhibition de l'oxydation 

induite des lipoprotéines de faible densité, le test de blanchiment du β-carotène et le test 

basé sur la chimiluminescence. D’autres tests sont basés sur le transfert d’électrons, tels 

le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu, le Trolox Equivalence 

Antioxidant Capacity assay (TEAC), le Ferric ion Reducing Antioxidant Power assay 

(FRAP), le 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay (DPPH), le 2,2-Azinobis 
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3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid radical scavenging assay (ABTS.+), le N,N-Dimethyl-

p-phenylenediamine radical scavenging Assay (DHPD.+) et le CUPric ions (Cu2+) Reducing 

Antioxidant Capacity assay (CUPRAC). (Amorati and Valgimigli, 2015; Gülçin, 2020; 

Munteanu and Apetrei, 2021). 

2.2. Activité anti-inflammatoire 

2.2.1. L’inflammation 

L’inflammation est définie comme une réaction de défense de l’organisme face à une 

infection ou à une lésion des tissus. Elle peut se manifester par une rougeur, une chaleur 

et parfois un gonflement à l’endroit où elle se produit (Définition inflammation). Elle est 

souvent provoquée par des infections virales ou bactériennes, mais peut également 

résulter de caillots sanguins, de cancers, de blessures physiques, de maladies 

neurodégénératives, de l’exposition à des composés chimiques ou de troubles du 

système immunitaire (Roe, 2021). L’inflammation est régulée par le système immunitaire, 

qui constitue un réseau complexe d’interactions. Il existe deux types d’immunité. 

L’immunité innée reconnaît les pathogènes et les dommages tissulaires grâce à des 

récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, de l’anglais Pattern 

Recognition Receptor). Cette réponse immunitaire est rapide, non spécifique et implique 

des cellules telles que les macrophages, les neutrophiles et les cellules Natural Killer. En 

revanche, l’immunité adaptative ou acquise est lente et spécifique, et elle conduit à la 

formation d’une mémoire immunitaire. Cette immunité est médiée par les cellules 

dendritiques, ainsi que par les lymphocytes T et B (Dinarello, 2010; Netea et al., 2020; 

Paço et al., 2022). 

Les principales molécules impliquées lors d’une inflammation sont les cytokines, de 

petites molécules sécrétées qui jouent un rôle crucial dans les interactions et la 

communication entre les cellules, ainsi que dans la modulation de la perception de la 

douleur. Parmi les cytokines, il y a les lymphokines, les monokines, les chimiokines qui 

jouent un rôle dans l'attraction des cellules immunitaires, et les interleukines qui agissent 

principalement sur les leucocytes. Les cytokines peuvent être pro-inflammatoires, 

comme les chimiokines et les interleukines (IL) 1, 2, 6, 8 et le facteur de nécrose tumorale 
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alpha (TNF-α, de l’anglais tumor necrosis factor-), ou anti-inflammatoire, comme les 

interleukines 1, 4, 10, 11 et 13, et l’IL-10 identifiée comme étant la plus puissante (Zhang 

and An, 2007). 

D’autres composés jouent des rôles majeurs dans l’inflammation, tels que les toll-like 

receptors (TLR), qui sont des protéines membranaires présentes chez tous les 

organismes pluricellulaires. Ces récepteurs appartiennent à la famille des PRR et 

déclenchent une réponse innée lorsqu’ils se lient à leurs ligands respectifs (Figure 10).  

 

Figure 10 : Localisation des TLR au sein de la cellule et leurs ligands respectifs, selon Uematsu and 
Akira, (2008); Wicherska-Pawłowska et al., (2021). 

Les cellules possèdent différents TLR au niveau de leur membrane plasmique (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou de la 
membrane des lysosomes (TLR3, 7, 8, 9 et 10). Ces récepteurs TLR permettent de déclencher une réponse 
immunitaire lors d’une infection par des agents pathogènes en se liant à leurs ligands spécifiques. 
GPI : glucosylphosphatidylinositol, LAM : lipoarabinomannane, PG : peptidoglycanes, LP : lipoprotéines, 
LPS : lipopolysaccarides, Man : mannane, PIP : phospholipides d’inositol, Zym : Zymosane, LTA : acide 
lipoteichoïque..    
 

Ils sont donc impliqués dans le système immunitaire et sont présents sur les cellules de 

l’immunité comme les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules B, mais 

également sur les cellules épithéliales. Les TLR peuvent être présents à la surface des 

cellules (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou intracellulaires, au niveau des endosomes (TLR3, 7, 8, 9 et 
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10). Chaque TLR possède des ligands spécifiques : par exemple, les TLR1 reconnaissent 

les lipopeptides triacylés des bactéries, les TLR3 reconnaissent les ADN double brin 

(ADNdb) et les ADN simple brin (ADNsb) des virus, et les TLR5 reconnaissent les 

flagellines. Les TLR2, quant à eux, sont des récepteurs qui reconnaissent les PRR tels que 

l’hémagglutinine, les porines, le glycosylphosphatidylinositol, le phospholipomanane, le 

lipoarabinomanane, le peptidoglycane et les lipoprotéines. Les TLR4 reconnaissent 

l’inositol, le mannane, les phospholipides, les protéines de l’enveloppe ainsi que les 

lipopolysaccharides (Mullaly and Kubes, 2006; Takeuchi and Akira, 2010; Wicherska-

Pawłowska et al., 2021). 

L’inflammation, lorsqu’elle se prolonge sans contrôle peut provoquer des maladies 

inflammatoires chroniques intestinales (MICI) comme la maladie de Crohn ou la 

rectocolite hémorragique, mais également d’autres pathologies, telles que les maladies 

auto-immunes, les maladies neurodégénératives, le cancer, les maladies 

cardiovasculaires, l’obésité, le diabète de type 2 et l’arthrite. De plus, le cancer et 

l’obésité sont des facteurs aggravants de l’inflammation (Dinarello, 2010; Yahfoufi et al., 

2018; Singh et al., 2019; Roe, 2021). Il est donc crucial de quantifier l’inflammation. À 

cette fin, certains biomarqueurs de l’inflammation peuvent être mesurés, notamment la 

cyclooxygénase-2 (COX-2), la 5-lipoxygénase, les métalloprotéines, les protéines C 

réactives du facteur de croissance endothéliale vasculaire, mais surtout les cytokines 

(Roe, 2021). 

2.2.2. L’activité anti-inflammatoire de la chicorée 

Les molécules anti-inflammatoires sont définies comme des agents destinés à 

combattre l’inflammation. Les anti-inflammatoires stéroïdiens, appelés corticoïdes, sont 

à distinguer des anti-inflammatoires non stéroïdiens, qui agissent également contre la 

douleur et la fièvre (Définition anti-inflammatoire).  

La chicorée est reconnue pour ses effets anti-inflammatoires. Ces propriétés sont 

principalement attribuées aux LST, qui diminuent l’activité du facteur nucléaire 

d’activation des cellules T et l’activation du calcineurine/Crz1 dans la voie de 

signalisation calcique impliquée dans la réponse immunitaire. Les LST inhibent 
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également la voie AMPK/SIRT1/FXR, qui est impliquée dans la réponse au stress, 

réduisant la production de monoxyde d’azote et la sécrétion du TNF-α et de l’IL-6 

(Baixinho et al., 2021; Meng et al., 2022). Il a ainsi été mis en avant dans une tri-culture 

composée de cellules Caco-2/HT29-MTX/M, que la 8-desoxylactucine et la dihydro-13-

dihydro-8-desoxylactucine réduisaient les taux d’IL-8, l’activité enzymatique de COX-2, 

ainsi que l’expression de l’oxyde nitrique synthase (iNOS), une enzyme induite par des 

stimuli inflammatoires qui provoque la production d’ERO et de monoxyde d’azote (Cankar 

et al., 2023). L’activité anti-inflammatoire des LST dépend de leur structure. Il a été 

démontré que la fraction β-méthylène-lactone et la fonction ester en position C8 jouaient 

des rôles essentiels dans cette activité (Paço et al., 2022). 

Les polyphénols possèdent également des propriétés anti-inflammatoires, notamment 

en réduisant la concentration en TNF-α , IL-1β et IL-6, en inactivant le facteur nucléaire 

kappa B (NF-κB) et en modulant la voie des Mitogen-Activated Protein (MAPkinases), de 

l’acide arachidonique, ainsi que d’autres protéines et enzymes impliquées dans la 

réponse inflammatoire. Les polyphénols peuvent également inhiber l’expression des 

TLR2 et TLR4. L’activité anti-inflammatoire est étroitement liée à l’activité antioxydante, 

et les propriétés anti-inflammatoires des polyphénols sont souvent dues à leurs 

capacités antioxydantes. En effet, ils augmentent la biosynthèse des enzymes 

antioxydantes impliquées dans l’inflammation, telles que COX-2 et la synthase d’oxyde 

nitrique (NOS). L’ensemble de ces effets seraient principalement attribués aux acides 

caféique et rosmarinique (González et al., 2011; Tsuda et al., 2012; Akyol et al., 2013; 

Yahfoufi et al., 2018). Les flavonoïdes présentent également des effets anti-

inflammatoires grâce à leurs propriétés antioxydantes, car ils inhibent la synthèse des 

prostaglandines et réduisent le stress oxydatif en diminuant le nombre de fibroblastes et 

la formation de granulomes (Keshk et al., 2019). Enfin, l’acide phénolique, ayant l’activité 

anti-inflammatoire la plus significative, est l’acide chicorique. Une étude évaluant l’effet 

de l’acide chicorique contre la colite induite par le sulfate de dextran sodique chez le rat 

a permis de montrer que cet acide améliore les lésions, réduit l’expansion de 

l’inflammation et augmente la production d’enzymes antioxydantes comme la 

superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase, et la glutathion réductase. 

Dans cette même étude effectuée sur des rats, l’acide chicorique a également été 
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caractérisé pour son effet anti-apoptotique et réducteur de l’expression de NFκB et des 

MAP kinases. Il a également diminué la production de TNF-α, d’IL-1β, d’IL-6 et d’IL-10 

(Alharthi, 2023). 

2.3. Activité hépato-protectrice 

2.3.1. Les maladies hépatiques 

Le foie joue un rôle central dans le métabolisme des macronutriments, en assurant à la 

fois le stockage des glucides, l’homéostasie des lipides et du cholestérol, ainsi que la 

synthèse de protéines. Il participe à la régulation du volume sanguin, est impliqué dans 

le système immunitaire, et joue également un rôle dans le contrôle endocrinien des voies 

de signalisation de la croissance (Trefts et al., 2017). Bien que le foie ait une capacité 

remarquable de régénération, il est cependant exposé à de nombreuses menaces 

(Neshat et al., 2021). En effet, 4 % des décès dans le monde sont liés à des maladies du 

foie. Les hommes étant deux fois plus touchés que les femmes. Parmi ces maladies, 

peuvent être mentionnées, la cirrhose, le carcinome hépatocellulaire, les hépatites 

virales A, B, C, D et E, la stéatose hépatique qui peut évoluer en stéatohépatite, la 

cholangite sclérosante primaire et biliaire primitive, l’hépatite auto-immune, et 

l’insuffisance hépatique qui est le plus souvent induite par des médicaments (Devarbhavi 

et al., 2023). Malgré les progrès constants dans la prise en charge de ces maladies, et en 

raison des multiples fonctions du foie dans l’organisme, il est impératif de soutenir les 

patients avec une alimentation adaptée et équilibrée, qui contribue également à la 

prévention des maladies hépatiques (Mandato et al., 2017). 

La consommation d’alcool moyenne dans le monde était de 6,4 L par personne et par an 

en 2016. La prévalence mondiale des troubles liées à l’alcool est de 5,1 %. En Europe, 

cette valeur est nettement plus élevée, atteignant 14,8 % chez les hommes et 3,5 % chez 

les femmes (Devarbhavi et al., 2023). L’alcool est la principale cause des maladies du 

foie. Il est d’abord absorbé par l’intestin grêle, où il peut perturber les jonctions serrées, 

entraînant une augmentation de la perméabilité de la barrière intestinale, avant d’être 

métabolisé par le foie (Mandato et al., 2017; Mackowiak et al., 2024). Dans le foie, il est 

oxydé en acétaldéhyde, puis en acétate par les alcools déshydrogénases. Ce processus 
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peut générer des ERO, provoquant ainsi un stress oxydatif. En excès, l’acétaldéhyde est 

cancérigène et constitue une des causes des maladies hépatiques (Neshat et al., 2021). 

Une consommation excessive d’alcool peut également altérer la biogenèse 

mitochondriale, endommager l’ADN mitochondrial et, par conséquent, induire un stress 

oxydatif pouvant provoquer la mort cellulaire (Mackowiak et al., 2024). Le stress oxydatif 

joue un rôle clé dans les maladies hépatiques liées à l’alcool, tout en ayant un impact sur 

le système immunitaire.  

Le foie agit comme une barrière immunitaire, capable de détecter et de lyser les agents 

pathogènes. Toutefois, en l’absence d’homéostasie immunitaire, une inflammation 

excessive peut favoriser la progression de pathologies telles que la stéatohépatite, la 

cirrhose, le carcinome hépatocellulaire ou encore la fibrose hépatique (Neshat et al., 

2021; Mackowiak et al., 2024). Les cellules de Kupffer, macrophages localisés dans le 

foie, sont essentielles dans la reconnaissance des pathogènes via les PRR. Elles jouent 

un rôle aussi bien dans la lésion des tissus que dans l’apoptose cellulaire. En effet, 

l’hépatite auto-immune, une maladie inflammatoire du foie, est déclenchée par les auto-

anticorps et les débris cellulaires, ce qui active une réponse immunitaire (Neshat et al., 

2021). 

2.3.2. Les propriétés hépato-protectrices de la chicorée 

L’effet hépato-protecteur, contrairement aux activités antioxydantes ou anti-

inflammatoires, n’est pas lié à un mécanisme spécifique. Il fait plutôt référence à la 

capacité de molécules ou de plantes à prévenir ou à traiter les lésions hépatiques 

provoquées par des substances hépatotoxiques. Le phytomédicament Liv-52, qui 

contient notamment de la chicorée, a été mis sur le marché en 1955. Il empêche la perte 

de l’intégrité fonctionnelle des membranes cellulaires, active le cytochrome p-450, et 

favorise la régénération des cellules hépatiques (Durazzo et al., 2021). Depuis, de 

nombreuses études réalisées sur l’homme ou des modèles murins ont confirmé les 

propriétés hépato-protectrices de la chicorée. L’inuline permettrait indirectement de 

réguler l’expression protéique et de diminuer le cholestérol hépatique contribuant à 

diminuer la stéatose hépatique non alcoolique (Ignat et al., 2021). 
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L’effet hépato-protecteur est généralement attribué à des molécules issues de plantes, 

et particulièrement aux flavonoïdes. Il a été démontré que, comme pour les acides 

hydroxycinnamiques, la structure des flavonoïdes influençait leur activité. La double 

liaison C2-C3 dans le cycle A ainsi que la présence des groupes hydroxyles sur les 

carbones C3 et C4, et d’un carbonyle en C2 améliorent leur efficacité (Majee et al., 2023). 

Plusieurs études ont évalué la capacité de la chicorée à contrer l’effet hépatotoxique du 

tétrachlorure (CCl4), pouvant induire une inflammation et une fibrose hépatique. Des 

extraits de chicorée ont permis de protéger les lésions induites par le CCl4 dans un 

modèle murin, en modulant l’activité des enzymes protéine kinase B (Akt-1) et  

caspase-1, impliquées dans l’apoptose. Ils réduisaient également les niveaux de 

cholestérol plasmatique et de la synthèse d’acides gras, limitant ainsi la dégénérescence 

graisseuse du foie. En outre, ces extraits ont également contribué à améliorer le profil 

protéique en empêchant l’oxydation des protéines et en réduisant l’activité des enzymes 

alanine (ALAT) et aspartate aminotransférases (ASAT), qui sont généralement élevées en 

cas de lésions hépatiques (Atta et al., 2010; Li, 2014; Li et al., 2015; Soliman et al., 2016; 

Siddiqa et al., 2024). Parmi les composés bioactifs de la chicorée, l’acide chicorique est 

le plus référencé pour son activité hépato-protectrice. Ce polyphénol possède également 

des propriétés antivirales, notamment contre le virus de l’hépatite B, en réduisant la 

réplication de l’ADN viral et le niveau d’antigène (Zhang et al., 2014; Janda et al., 2021).  

La chicorée permettrait de réduire le stress oxydatif en inhibant la fragmentation de l’ADN 

et en induisant la production du glutathion, un tripeptide antioxydant essentiel pour 

réguler le potentiel redox du cytoplasme cellulaire. L’ensemble des études portant sur les 

effets hépato-protecteurs de la chicorée rapporte que ces effets sont majoritairement 

attribués aux activités antioxydantes et anti-inflammatoires de ses composés bioactifs. 

(Atta et al., 2010; Durazzo et al., 2021; Farag et al., 2023).  
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2.4. Les bioactivités de la chicorée au niveau intestinal 

2.4.1. La digestion gastro-intestinale 

Les activités biologiques des molécules peuvent être modifiées au cours du processus 

de digestion gastro-intestinale, influençant ainsi leur efficacité. De nombreuses études 

se sont intéressées au devenir des molécules et de leurs activités biologiques dans le 

tractus gastro-intestinal. Par exemple, dans le cas des protéines, il est bien établi que les 

enzymes digestives, telles que la pepsine dans l'estomac et les enzymes pancréatiques, 

dégradent les protéines pour libérer des acides aminés libres ainsi que des di- et tri-

peptides, qui sont ensuite absorbés par les entérocytes. Des peptides de tailles variées, 

résistants aux enzymes digestives, peuvent également être produits. Ces peptides 

possèdent souvent des propriétés bioactives, soit en interagissant avec les récepteurs 

des entérocytes et les enzymes présentes dans la lumière intestinale, soit en traversant 

la barrière intestinale pour atteindre leurs cibles dans l'organisme. De plus, ils peuvent 

être métabolisés par le microbiote intestinal, générant ainsi des métabolites bioactifs 

(Caron et al., 2017; Dugardin et al., 2022; Fleury et al., 2022). 

Le devenir des polyphénols dans le tractus gastro-intestinal est moins connu et dépend 

de plusieurs facteurs, notamment de leur structure, de leur stabilité et de leur 

encombrement stérique. La digestion simulée in vitro a montré que la phase orale 

impactait la plupart des polyphénols, entraînant une diminution de leur activité 

antioxydante. En revanche, la digestion gastrique permettait d’augmenter leur activité, 

alors qu’elle diminuait de nouveau lors de la digestion intestinale, avec in fine une 

réduction de la teneur en polyphénols et de leur l’activité antioxydante en fin de digestion 

(Li et al., 2023). Cependant, une autre étude a évalué l’impact de la digestion simulée in 

vitro sur les activités antioxydante et anti-inflammatoire des polyphénols de cannelle et 

de clou de girofle. Les résultats ont montré que la digestion gastro-intestinale diminuait 

l’activité antioxydante de la cannelle alors qu’elle augmentait celle des clous de girofle. 

Cette conclusion s’appliquait également à l’activité anti-inflammatoire qui était liée à 

l’enzyme COX-2 (Baker et al., 2013). L’impact de la digestion sur les polyphénols varie 

donc en fonction de différents paramètres comme la nature des composés phénoliques 

ou la matrice qui les contient. Une autre étude s’est intéressée à l’impact de la digestion 
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gastro-intestinale, simulée in vitro, sur les polyphénols de mûres en mesurant l’activité 

antioxydante par différents tests biochimiques (ORAC, TEAC et la décoloration du  

β-carotène) ainsi que sur les cellules intestinales Caco-2. Il a été démontré que les 

anthocyanes et les flavonols étaient dégradés au cours de la digestion en polyphénols de 

plus petite taille, présentant une activité antioxydante accrue et une biodisponibilité 

supérieure (Sánchez-Velázquez et al., 2021). Ce phénomène a également été observé 

avec des polyphénols provenant du marc d’olive. La digestion gastro-intestinale a eu un 

impact positif sur l’activité antioxydante et la biodisponibilité des polyphénols. Une 

hypothèse avancée est que les polyphénols de petite taille sont plus susceptibles d’être 

absorbés, bien que leur dégradation au cours de la digestion puisse entraîner une 

diminution de leur activité antioxydante (Radić et al., 2020). 

2.4.2. L’impact du microbiote intestinal 

Le microbiote est une communauté microbienne complexe. L’intestin est le 

compartiment où cette population est la plus importante, jusqu’à représenter plus d’1 kg 

du poids corporel. Seule une faible partie de ce microbiote est considérée comme 

pathogène, sans menacer la santé de l’hôte (Milani et al., 2017). Le microbiote intestinal 

est représenté à 90 % par 4 phylums incluant les Firmicutes suivi des Bacteroidetes, des 

Actinobacteria et enfin des Proteobacteria. Cependant, le microbiote intestinal est 

modulé par des facteurs génétiques et environnementaux dès le plus jeune âge, 

l’alimentation étant le facteur environnemental le plus important (Bibbò et al., 2016). Une 

alimentation riche en calories, en aliments ultra-transformés, trop grasse, trop sucrée et 

faible en fibres, provoque une augmentation de la population bactérienne opportuniste 

et une inflammation intestinale, tout en diminuant les bactéries bénéfiques et les acides 

gras à chaînes courtes. Au contraire, les régimes à base de plantes possèdent de 

nombreux bénéfices. Les plantes sont riches en fibres alimentaires qui sont 

métabolisées par le microbiote intestinal en acides gras à chaînes courtes (SCFA, de 

l’anglais short-chain fatty acids)(Beam et al., 2021). Ces derniers sont une source 

d’énergie, mais possèdent également de nombreux bénéfices pour l’organisme. En effet, 

les SCFA sont anti-inflammatoire, anti-apoptotique et régule la lipogenèse (Flint et al., 

2015). De plus, ils ont la capacité de moduler la prise alimentaire en régulant  
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la production des hormones intestinales telles que le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) et 

le peptide YY (PYY) qui sont également impliquées dans l’homéostasie du glucose. En 

plus de la production de SCFA, les fibres alimentaires comme l’inuline permettent 

également de jouer un rôle prébiotique en favorisant le développement des 

Bifidobactéries et des Lactobacilles au détriment des bactéries opportunistes (Beam et 

al., 2021). Les polyphénols sont aussi des molécules capables de moduler le microbiote 

intestinal, en privilégiant les bactéries bénéfiques (Rodríguez-Daza et al., 2021). De 

nombreuses études ont montré que la consommation de polyphénols provenant, 

notamment de fruits et de vin rouges, permettait d’augmenter les bactéries des genres 

Bifidobacterium et Lactobacillus, tout en entraînant une diminution des bactéries à Gram 

négatif comme Escherichia coli et Enterobacter cloacae (Beam et al., 2021). Bien que les 

polyphénols ne soient pas considérés comme des prébiotiques, ils jouent un rôle 

relativement similaire. Certaines bactéries comme les Lactobacillus, chez qui les acides 

hydroxycinnamiques peuvent induire un stress, sont capables de les dégrader grâce à 

diverses enzymes comme la féruloyl estérase ou les réductases d’acides phénoliques 

afin de les détoxifier et de produire des métabolites bactériens comme les acides 

phénylpropionique, phlorétique, dihydroférulique ou dihydrocaféique. Ces derniers sont 

capables de passer au travers de la barrière intestinale par diffusion passive ou à l’aide 

de transporteurs afin d’exercer une activité anti-inflammatoire locale (Muñoz et al., 2017; 

Leonard et al., 2021; Rodríguez-Daza et al., 2021).  

3. Voies de valorisation des co-produits de chicorée 
et d’endive 

3.1. Les co-produits alimentaires 

Les co-produits ne sont pas réellement définis juridiquement mais les sous-produits sont 

définis comme « Substance ou objet résultant d’un processus de production et qui n’est 

pas le produit final que ce processus vise à produire, mais dont l’utilisation ultérieure et 

directe est certaine ». Les co-produits sont présents depuis toujours et décrits depuis des 

décennies, comme dans cet ouvrage publié en 1892 « Résidus Industriels dans 
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l’Alimentation du Bétail ». Depuis, leur quantité ne fait qu’augmenter. En France, ils sont 

taxés depuis les années 70 s’ils ne sont pas valorisés et représentaient 12,1 millions de 

tonnes en 2017 (Chapoutot et al., 2018). À l’échelle mondiale, il est estimé que 40 à 50 % 

des co-produits alimentaires sont gaspillés (Conte and Del Nobile, 2023). Il est donc 

impératif de valoriser ces déchets ou co-produits, afin de limiter leurs impacts 

économiques et environnementaux. Les co-produits alimentaires sont principalement 

utilisés dans l’alimentation animale. Toutefois, ils peuvent également être valorisés en 

agriculture, notamment comme engrais ou compost, en tant que source d’énergie via la 

méthanisation ou la combustion, ou encore comme matières premières pour d’autres 

industries (Chapoutot et al., 2018).  

Parmi les co-produits alimentaires, les plus abondants sont ceux provenant des fruits et 

légumes (Conte and Del Nobile, 2023). En effet, au cours du processus de production, 

plusieurs étapes, telles que la récolte, la transformation et la commercialisation, 

génèrent des co-produits. À partir des fruits, la production de co-produits la plus 

importante concerne les industries des jus et boissons, avec notamment les épluchures, 

le marc et les tiges. Ensuite, viennent les co-produits issus de la production d’huiles et de 

tomates, comme les épluchures, les graines ou la pulpe. D’autres secteurs, comme 

l’industrie laitière et la transformation de la viande, génèrent également d’importants 

volumes de co-produits (Chapoutot et al., 2018). 

Il existe deux formes de valorisation distinctes. La première est la valorisation de masse, 

qui consiste à traiter de grandes quantités de co-produits à faible valeur ajoutée. Elle est 

généralement appliquée dans les secteurs de la fertilisation, de la production d'énergie 

et de l'alimentation animale. La seconde forme est la valorisation de niche, où les 

volumes de co-produits sont plus réduits, mais la valeur ajoutée est plus élevée grâce à 

l'utilisation de procédés biotechnologiques tels que l'hydrolyse enzymatique, l'extraction 

ou la purification. Cette approche concerne principalement les domaines de la nutrition, 

de la nutraceutique, de la cosmétique, de la pharmaceutique et des biomatériaux 

(Penven-Turpault et al., 2017). 
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3.2. Les voies de valorisation des co-produits alimentaires d’origine 
végétale 

Différentes voies de valorisation des co-produits alimentaires végétaux existent, comme 

l’extraction, l’hydrolyse enzymatique ou la fermentation. L’extraction est souvent utilisée 

afin d’isoler des molécules bioactives. En effet, certains co-produits, notamment ceux 

issus des fruits et légumes, contiennent des composés bioactifs tels que les 

polyphénols, les terpènes ou encore certains peptides. Diverses méthodes d’extraction 

peuvent être utilisées. L’extraction peut être réalisée par traitement thermique en utilisant 

de l’eau à haute température, ainsi que des solvants acides, alcalins ou organiques. 

L’extraction peut aussi être effectuée à l’aide de procédés enzymatiques ou encore grâce 

à des procédés utilisant des ultrasons ou des micro-ondes. Souvent, ces méthodes sont 

combinées pour optimiser l'extraction (Mahato et al., 2019; Arzami et al., 2022). Par 

exemple, les polyphénols du jus d’argousier ont été extraits à l’aide de solvants 

organiques, tels que l’éthanol, assistés par ultrasons, afin d’être valorisés en tant 

qu’ingrédient antioxydant (Luntraru et al., 2022). 

Toujours dans le but de purifier des molécules d’intérêt, l’hydrolyse enzymatique peut 

être utilisée. Dans le but d’extraire les polyphénols de co-produits d’origine végétale, un 

prétraitement enzymatique peut s’avérer nécessaire. Pour cela, des enzymes comme la 

β-glucanase, la xylanase, la cellulase et la β-glucosidase sont utilisées afin de dégrader 

la paroi cellulaire, et d’en extraire plus facilement les molécules bioactives (Barcelos et 

al., 2020). L’utilisation d’enzymes comme les cellulase, protéases, xylanases et 

pectinases a permis d’améliorer le rendement d’extraction d’huile de raisin de 43,5 % (Rui 

et al., 2009). Les co-produits végétaux issus de l’extraction d’agrumes, considérés 

comme déchets, peuvent également être valorisés par hydrolyse enzymatique. Les 

pectinases et les cellulases sont fréquemment utilisées afin de produire des huiles 

essentielles bioactives (Barcelos et al., 2020). Le son et la coque de riz sont également 

valorisés par hydrolyse enzymatique afin d’utiliser les polyphénols qu’ils contiennent 

comme antioxydants. La cellulase a permis d’améliorer la libération des acides 

phénoliques et ainsi d’améliorer l’activité antioxydante (Wanyo et al., 2014). En plus des 

acides phénoliques, des peptides antioxydants provenant de riz par exemple peuvent être 

obtenus par hydrolyse enzymatique avec des protéases alimentaires telles que 
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l’alcalase, la neutrase, la flavourzyme et la papaïne. Les hydrolysats peuvent ensuite être 

utilisés comme additifs ou aliments fonctionnels (Dei Piu’ et al., 2014; Ferri et al., 2017).  

La fermentation est également une excellente voie de valorisation. En effet, elle est peu 

coûteuse, peu polluante, et applicable à de nombreux domaines comme les co-produits 

des industries papetière, du biodiesel, mais surtout de l’agro-alimentaire (Koutinas et al., 

2014). La fermentation est une voie permettant d’améliorer les propriétés 

technologiques, sensorielles, nutritionnelles et fonctionnelles de nombreuses matrices 

par l’augmentation en minéraux, en vitamines, en phénols, et en molécules bioactives, 

mais également en améliorant leur digestibilité (Verni et al., 2019). Les méthodes de 

fermentation sont très nombreuses du fait de la quantité de souches bactériennes et 

fongiques utilisables. Une étude portant sur la fermentation des pelures d’oignons jaunes 

et rouges a d’ailleurs comparé l’effet de différentes souches. Les fermentations des 

oignons blancs ont permis d’obtenir le contenu le plus élevé en polyphénols avec la 

levure Saccharomyces cerevisiae, mais la souche de bactérie lactique 

Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) a permis d’augmenter de 60 % la quantité 

d’aglycone de quercétine initialement présente dans l’oignon. Pour l’oignon rouge, la 

fermentation réalisée avec L. plantarum a permis d’augmenter le contenu en polyphénols 

et la levure Zygosaccharomyces mrakii a permis d’augmenter la teneur en aglycone de 

quercétine de 25 % (Ramires et al., 2023). La fermentation en milieu solide est également 

utilisée, notamment avec les champignons tel que Aspergillus oryzae, et permet 

d’améliorer la production d’α-amylase à partir de co-produit de soja et de blé (Melnichuk 

et al., 2020). Les drêches de brasseries ou le son de blé peuvent aussi être valorisées par 

cette voie. Après fermentation de type miso, des peptides connus pour leur arôme 

« beurré », appelés peptides kokumi sont générés. Ces peptides peuvent être ajoutés à 

certaines préparations amers comme celles contenant des endives, afin de 

contrebalancer leur amertume (Rodríguez Valerón et al., 2023). La fermentation permet 

donc de nombreuses applications comme la production d’enzymes, de polymères, de 

molécules bioactives et d’ingrédients à visé santé.  
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3.3. La valorisation des co-produits de chicorée et d’endive 

Comme évoqué précédemment, la chicorée fait partie des plantes dont l’utilisation par 

l’industrie agroalimentaire génère de nombreux co-produits (Figure 1 et Figure 3).  

En effet, les 125 000 tonnes d’endives commercialisées entraîne chaque année plus 

400 000 tonnes de racines après forçage, constituant un co-produit majeur (Van Arkel et 

al., 2022). Pour la chicorée industrielle, le marc de chicorée représente à lui seul 15 000 

tonnes par an dans le département du Nord (Pradal et al., 2016; Latella et al., 2024). 

Les co-produits issus de la chicorée et de l’endive sont nombreux et contiennent des 

molécules bioactives qui peuvent être extraites grâce à l’utilisation des procédés 

précédemment décrits. Par exemple, une méthode d’extraction assistée par ultrasons a 

été développée afin d’extraire les polyphénols du marc de chicorée. Les extractions 

réalisées par ultrasons ont permis d’obtenir les mêmes rendements que celles réalisées 

à l’aide de solvants organiques sous agitation, mais en un temps plus court et avec une 

dépense énergétique moindre (Pradal et al., 2016). Une autre étude a utilisé des feuilles 

d’endives externes pour en extraire les polyphénols antioxydants à l’aide d’une solution 

de méthanol et d’une résine polymérique non ionique (Llorach et al., 2004).  

Les co-produits de chicorée sont surtout utilisés en alimentation animale, et de plus en 

plus intégrés à des formulations symbiotiques avec des souches de Lactobacillus, dans 

le but d’être fermentés par le microbiote intestinal. La farine de chicorée, riche en inuline, 

est ainsi supplémentée avec des probiotiques comme Lactobacillus acidophilus, 

Limosilactobacillus reuteri (L. reuteri), Lactobacillus bulgaricus, 

Lacticaseibacillus paracasei, Lactobacillus delbruekii, Lactiplantibacillus plantarum, 

etc. Cette supplémentation vise à améliorer la croissance des animaux d’élevage en 

modifiant favorablement le microbiote intestinal, que ce soit chez les mammifères 

comme les bovins ou chez les volailles (Singh et al., 2021; Gurram et al., 2022). Dans 

d’autres travaux, des racines de chicorée, après extraction de l’inuline, ont été soumises 

à un traitement enzymatique utilisant différentes enzymes (l’inulinase, la pectinase, la 

cellulase, la β-galactosidase, la xylanase et l’estérase de l’acide férulique). Ce traitement 

a permis d’augmenter leur activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et 

Pseudomonas aeruginosa ouvrant ainsi la voie à des applications dans le domaine de  
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la cosmétique (Häkkinen et al., 2022). L'inuline, un des principaux composés valorisables 

des racines de chicorée, est largement utilisée dans diverses industries. Grâce à ses 

propriétés texturante et sucrante, elle peut remplacer la matière grasse dans des produits 

alimentaires tels que les yaourts et les sauces, améliorant ainsi leur onctuosité tout en 

étant utilisée comme édulcorant (Shoaib et al., 2016). De plus, après une hydrolyse 

enzymatique, l’inuline peut être fermentée par des bactéries comme Cupriavidus necator 

afin de produire du polyhydroxybutyrate, un polymère biodégradable utilisé dans la 

fabrication de bioplastiques (Guzmán-Lagunes et al., 2024). Ainsi, les racines de 

chicorée considérées comme non conformes et celles obtenues après forçage peuvent 

être utilisées comme matières premières dans diverses industries. 

4. La fermentation par les souches de Lactobacillus 
comme voie de valorisation 

4.1. Généralités sur les Lactobacillus 

Le genre Lactobacillus, défini pour la première fois en 1901 par Beijerinck, est un groupe 

bactérien hétérogène largement répandu dans divers environnements, notamment 

végétaux, animaux et humains. Ce groupe appartient au phylum des Firmicutes, à la 

classe des Bacilli et il est composé de plus de 260 espèces. Ces bactéries sont des 

bacilles à Gram positifs, catalases négatives, anaérobies facultatives, non mobiles et non 

sporulentes (Goldstein et al., 2015; Zheng et al., 2020). L’ensemble des Lactobacillus 

possèdent le statut de présomption de sécurité qualifiée (QPS, de l’anglais qualified 

presumption of safety) accordé par l’autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA, 

de l’anglais european food safety authority) mais également le statut généralement 

reconnu comme sûr (GRAS, de l’anglais generally recognized as safe) donné par la food 

and drug administration (FDA). Ces statuts ont été accordés suite à de nombreuses 

études prouvant que ces espèces étaient sans danger pour la consommation humaine 

(Liu et al., 2018). Leur taxonomie a d’abord été établie sur la base de leurs 

caractéristiques phénotypiques comme leur température optimale de croissance, 

l’utilisation de sucres ainsi que leur production de métabolites. Ensuite, elle a été 
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complétée par leurs caractéristiques génotypiques, comme leur contenu en GC% ou 

encore la structure chimique de leur peptidoglycane (Zheng et al., 2020). Les 

Lactobacillus sont des bactéries lactiques caractérisées par des colonies blanches 

mucoïdes qui poussent sur de nombreux types de milieux. Le milieu deMan, Rogosa, 

Sharpe (MRS), a été développé pour leur croissance optimale (Figure 11) (Goldstein et 

al., 2015). 

 

Figure 11 : Photographies de Limosilactobacillus reuteri sur une gélose MRS. 

Les Lactobacilles sont retrouvés dans divers milieux tels que les sols, les végétaux et 

certaines matrices alimentaires. Chez l’Homme, les Lactobacilles sont présents dans 

plusieurs microbiotes, incluant le microbiote buccal avec des espèces comme 

Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus (L. rhamnosus), 

Lacticaseibacillus paracasei, et le microbiote gastro-intestinal avec des espèces comme 

Limosilactobacillu  fermentum, Lactobacillus acidophilus, Lactiplantibacillus 

plantarum, Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus antri, 

Limosilactobacillus gastricus, Lactobacillus kalixensis, Limosilactobacillus reuteri et 

Lactobacillus ultunensis, mais également dans le microbiote vaginal avec Lactobacillus 

crispatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus jensenii, Limosilactobacillus vaginalis, et 

Lactobacillus iners (Tailliez, 2004; Goldstein et al., 2015). Les Lactobacillus jouent un rôle 

essentiel pour de nombreux animaux et pour l’Homme. En effet, ces bactéries sont des 

probiotiques, définies par l’organisation mondiale de la santé comme des micro-

organismes vivants, qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, confèrent un 

bénéfice santé pour l’Homme (Duar et al., 2020). Ces bactéries jouent un rôle crucial 

dans l’équilibre du microbiote et dans la prévention de certaines infections, notamment 

les vaginites bactériennes (Tailliez, 2004; Yang et al., 2018). Les Lactobacilles inhibent le 

développement de bactéries indésirables ou pathogènes grâce à leur capacité à abaisser 
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le pH du milieu et à produire des substances antimicrobiennes comme l'acide lactique, 

ce qui les rend essentielles pour maintenir l'équilibre microbien (Antonio et al., 1999; 

Tailliez, 2004). 

Les Lactobacilles sont des bactéries lactiques qui produisent de l’acide lactique par 

fermentation (Figure 12). Au cours de ce processus, elles métabolisent le glucose en 

pyruvate par la glycolyse.  

 

Figure 12 : Schéma des voies fermentaires des Lactobacilles. 

Une partie des Lactobacilles sont homofermentaires, c’est-à-dire que le lactate est le seul produit issu de 
la métabolisation du glucose. C’est le cas de L. plantarum. Au contraire, L. reuteri est hétérofermentaire, 
c’est-à-dire qu’à partir du glucose, la bactérie produira différents substrats comme le lactate mais 
également du CO2 et de l’acétate.  

 

En fonction de leur métabolisme, les bactéries lactiques peuvent être homofermentaires, 

ne produisant que de l’acide lactique à partir de pyruvate, ou hétérofermentaire, générant 

en plus d’autres composés comme de l’acétate, l’éthanol, ou le CO2. La fermentation 

lactique de certains substrats peut, en plus de produire certaines molécules d’intérêts, 

améliorer des propriétés nutritionnelles ou organoleptiques des aliments. Depuis des 

millénaires, la fermentation est utilisée afin de conserver les aliments et d’en développer 
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de nouveaux comme le pain, le vin, le fromage, la choucroute ou encore le vinaigre (Hill 

et al., 2018). Aujourd’hui, la fermentation lactique peut être utilisée afin d’améliorer les 

propriétés nutritionnelles et fonctionnelles de certains aliments, notamment les fruits et 

légumes qui sont d’excellents substrats pour ces bactéries en raison de leur richesse en 

nutriments et en eau. L’utilisation des Lactobacilles ne se limite pas à l’industrie agro-

alimentaire. En effet, l’acide lactique produit par ces bactéries peut être par la suite 

purifié et polymérisé afin de produire de l’acide polylactique (PLA, de l’anglais polylactic 

acid) qui est un très bon polymère pour des applications dans les emballages ou les 

plastiques biodégradables (Tailliez, 2004; Le Rouzic et al., 2022).  

4.2. Lactiplantibacillus plantarum VS L imosilactobacillus reuteri 

Il a été prouvé que l’administration orale de L. plantarum permettait de prévenir et de 

traiter les troubles digestifs comme la diarrhée, le syndrome du côlon irritable, et les 

maladies inflammatoires de l’intestin. Il peut également être utilisé dans la prévention et 

le traitement de pathologies associées au syndrome métabolique et à l’obésité, telles que 

l’hypercholestérolémie et le diabète de type 2. En plus de son effet probiotique, 

L. plantarum a montré une activité antimicrobienne contre diverses espèces pathogènes 

comme Staphylococcus aureus, Enterrococcus faecalis, Listeria monocytogenes, 

Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa. Les souches de L. plantarum produisant 

des bactériocines appelées plantaricines sont généralement isolées à partir de viandes, 

de poissons, de fruits, de légumes ou de lait. Ces différentes bactériocines peuvent avoir 

diverses applications dans les domaines vétérinaire, médical et alimentaire (Seddik et 

al., 2017; Liu et al., 2018).  

Une des particularités de L. plantarum est sa capacité à croître dans de nombreux 

environnements. Différentes souches ont été séquencées et leur génome mesure environ 

3,3 Mb. Cette taille est notamment due à la présence de nombreuses régions qualifiées 

de « régions d’adaptation au mode de vie ». Ces dernières sont responsables de fonctions 

comme les transports intra et extracellulaires et l’utilisation de sucres. L. iners est l’un 

des Lactobacilles possédant un des plus petits génomes car il n’a été retrouvé que dans 

le biote vaginal. Cela suggère, que plus le génome est de taille importante, plus 

l’adaptabilité de la souche est importante (Seddik et al., 2017). 
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L’adaptabilité de L. plantarum lui permet d’être utilisé pour fermenter divers substrats. 

C’est l’espèce la plus couramment utilisée pour fermenter des produits d’origine 

végétale, notamment les fruits et légumes riches en polyphénols. Les Lactobacillus et 

plus particulièrement L. plantarum sert de modèle pour comprendre comment les 

composés phénoliques sont métabolisés (Figure 13) (Muñoz et al., 2017).  

 

Figure 13 : Transformations des esters d'acides cinnamiques par les enzymes de L. plantarum et 
L. reuteri (Rodríguez et al., 2008; Muñoz et al., 2017). 

CE : cinnamoyl estérase, FE : feruloyl estérase, D : décarboxylases, R : réductases. Les esters d’acides 
cinnamiques sont transformés par des estérases en acides hydroxycinnamiques puis décarboxylés en 
dérivés vinylés puis réduits en dérivés éthyliques.  

 

En effet, L. plantarum possède des enzymes capables de dégrader les polyphénols, 

comme des estérases, des décarboxylases et des réductases d’acides phénoliques. 

L’estérase d’ester cinnamique appelé cinnamoyl esterase (CE) permet la libération des 

acides hydroxycinnamiques liés aux parois végétales (Muñoz et al., 2017). Les 

décarboxylases d’acides phénoliques de L. plantarum, appelées Pad decarboxylases, 

sont spécifiques aux acides hydroxycinnamiques et transforment les acides  
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p-coumarique, férulique et caféique respectivement en 4-vinyl phénol, 4-vinyl guaïacol et 

4-vinyl catéchol. Ces dérivés peuvent être utilisés comme additifs alimentaires. 

Certaines réductases sont capables de réduire ces acides vinylés en dérivés éthyliques, 

qui sont des composants aromatiques. Ces enzymes peuvent être induites chez 

L. plantarum par la présence d’acides phénoliques en grande quantité en raison de leur 

toxicité (Barthelmebs et al., 2000; Rodríguez et al., 2009; Fritsch et al., 2017).  

De nombreuses études montrent que la fermentation de fruits par L. plantarum permet 

d’augmenter le contenu en polyphénols et leurs bienfaits (Ruiz Rodríguez et al., 2021).  

L. reuteri quant à lui est présent chez de nombreux vertébrés à sang chaud, 

principalement dans le tractus gastro-intestinal, mais il est également retrouvé dans le 

microbiote buccal, vaginal et dans le lait maternel (Pallin et al., 2016; Shi et al., 2022). 

Cette espèce, largement présente dans le tractus digestif, joue un rôle clé dans divers 

processus physiopathologiques, comme l’hypercholestérolémie, les coliques infantiles, 

la diarrhée, la constipation, les maladies inflammatoires de l’intestin, le cancer 

colorectal, ainsi que dans la modulation des réponses immunitaires excessives et du 

stress oxydatif. Ces bienfaits sont étroitement liés à ses propriétés probiotiques et à son 

activité antimicrobienne. En effet, L. reuteri favorise la croissance de certains 

Lactobacilles et de Bifidobactéries, tout en inhibant des pathogènes telles que certaines 

souches d’Escherichia coli, Salmonella spp., et de nombreuses entérobactéries. Cette 

inhibition résulte de la compétition pour les nutriments, de la baisse du pH, et de la 

production de certaines molécules antimicrobiennes comme l’acide acétique, l’éthanol 

et la réutérine (Peng et al., 2023).  

Les effets probiotiques de L. reuteri sont également attribuables à sa capacité à utiliser 

de nombreux substrats. Ses voies métaboliques principales comprennent des enzymes 

fonctionnelles impliquées dans la glycolyse et la voie des pentoses phosphates, qui sont 

capables de dégrader des fibres alimentaires comme l’inuline (Stewart et al., 2009; Shi et 

al., 2022). D’autres substrats, comme le lait de coco, permettent également la croissance 

de L. reuteri et ont ainsi été utilisés pour produire des boissons fonctionnelles stables 

microbiologiquement (Mauro and Garcia, 2019). En plus des enzymes permettant de 

dégrader les glucides et les fibres alimentaires, L. reuteri produit des enzymes, telles que 

les estérases, les phénoloxydases, les feruloyl estérases, et les décarboxylases d’acides 
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phénoliques, qui transforment les polyphénols en composés biodisponibles et bioactifs. 

(Hole et al., 2012; Aguirre Santos et al., 2018).  

L. plantarum et L. reuteri sont deux espèces de Lactobacillus aux propriétés probiotiques 

intéressantes. Ces deux espèces possèdent des enzymes spécifiques, induites en 

présence de leurs substrats, et dont l’activité conduit à l’augmentation de la quantité 

d’acides phénoliques, notamment les acides hydroxycinnamiques libres aux propriétés 

bénéfiques pour la santé (Rodríguez et al., 2009; Hole et al., 2012).  

4.3. La valorisation des co-produits végétaux par les Lactobacilles 

Le principal composé produit durant la fermentation par les lactobacilles est l'acide 

lactique. Cependant, d'autres composés tels que des acides organiques, des SCFA, des 

peptides, et surtout des phénols sont également générés. Ces composés peuvent 

présenter des activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes ou encore 

prébiotiques, et peuvent également être utilisés pour la production de PLA. Leur 

valorisation concerne les domaines de l'alimentation animale, de la cosmétique, de 

l'agroalimentaire et des ingrédients santé (Le Rouzic et al., 2022). Le curcuma est un bon 

exemple de matrice dont l’activité anti-inflammatoire est augmentée grâce à la 

fermentation par Lactobacillus johnsonii. Cette activité a été démontrée chez des souris 

atteintes de dermatite atopique, révélant son potentiel en tant qu'aliment fonctionnel 

(Kim et al., 2011). Les fruits rouges sont connus pour leur excellente activité antioxydante, 

et la fermentation de jus de mûres par les trois souches de Lactobacillus suivantes : 

Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus et Lacticaseibacillus paracasei 

en coculture a permis, tout en préservant la couleur, d’accroître cette activité (Kwaw et 

al., 2018). L. plantarum est l’espèce la plus utilisée pour la fermentation de matrice 

végétale, c’est cette espèce qui a été utilisée pour fermenter la ciboulette chinoise 

(Allium tuberosum) afin de produire un additif alimentaire contenant des flavonols 

possédant une activité antimicrobienne contre les pathogènes aviaires (Kothari et al., 

2020). De plus, une partie des espèces du genre Lactobacillus sont homofermentaires et 

ne produisent que de l’acide lactique à partir du glucose, qui est le précurseur de PLA. 

Une étude a montré que les algues sont d’excellents substrats pour la production de PLA. 

Les produits de fermentation par les Lactobacilles peuvent également être utilisés en 
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alimentation animale, car ils permettent de réduire la production de gaz et d’améliorer la 

qualité de l’ensilage (Le Rouzic et al., 2022). La fermentation de matrices végétales a 

permis la production ou l’amélioration de différents aliments. Ainsi, les pains dont les 

matrices, telles que la farine de blé, avaient été préalablement fermentées par des 

souches de lactobacilles, présentaient des teneurs supérieures en acides aminés, en 

protéines et en fibres, ainsi qu'une digestibilité et une saveur améliorées, comparés à 

ceux issus de matrices non fermentées (Pontonio et al., 2019). Le kombucha est une 

boisson à base de feuille de thé vert fermenté par le champignon Kombu. Quelques 

études ont évalué l’effet du remplacement du Kombu par les souches de L. casei et 

L. plantarum. Ce remplacement a permis d’augmenter la production d’acide 

glucuronique corrélée à l’amélioration des activités antimicrobienne et antioxydante (Le 

Rouzic et al., 2022). La fermentation par les Lactobacilles est une voie de valorisation 

adaptable à de nombreuses matrices et est une source prometteuse de nouveaux 

ingrédients santé.  

4.4. La fermentation des chicorées par les Lactobacillus  

La fermentation de la chicorée peut être utilisée dans divers domaines comme la 

production de PLA (Figure 14). En effet, la racine de chicorée permet de produire de 

l’acide D-lactique par une méthode combinant la saccharification et la fermentation par 

les Lactobacilles. La saccharification permet de dégrader l'inuline grâce à des inulinases, 

et les sucres ainsi libérés servent ensuite de substrat aux Lactobacilles pour produire 

l'acide lactique. Pour ce processus, des inulinases sont ajoutées au milieu de 

fermentation avant l’incubation (Xu et al., 2016). Dans une démarche économique, de 

nombreux travaux de recherche s’intéressent à des souches de Lactobacilles capables 

de produire naturellement des inulinases comme L. paracasei, L. bulgaricus, ou 

L. plantarum (Petrova et al., 2015; Zheng et al., 2018; Ramírez-Pérez et al., 2022). Une 

autre étude a montré que l’ajout d’ions Mn2+ au milieu de fermentation, permettait 

d’accélérer l’hydrolyse de l’inuline par L. paracasei, améliorant ainsi le rendement de la 

production d’acide lactique (Petrov et al., 2017). 
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Figure 14 : Diverses utilisations de la chicorée fermentée par les Lactobacilles. 

Une des voies de valorisation de la chicorée est la fermentation. Cette dernière peut se faire lors de la 
supplémentation de chicorée au sein des yaourts contenant des souches de Lactobacilles dans le but 
d’obtenir des molécules bioactives et organoleptiques. La fermentation de la chicorée permet également 
la production de PLA pouvant être utilisé comme bioplastique. Enfin la fermentation de cette matrice peut 
également être réalisée dans le but de développer des ingrédients santé ayant diverses activités 
biologiques. 

 

Outre son utilisation en alimentation animale et pour la production de bioplastiques, la 

poudre de racine de chicorée est également employée en alimentation humaine. Elle est 

fréquemment ajoutée à des yaourts contenant des souches de Lactobacilles pour 

améliorer la production d’acides gras volatiles, de protéines et de peptides bioactifs. La 

chicorée permet également d’augmenter la durée de vie et de stockage des bactéries 

lactiques (Abd El-sattar et al., 2017). De plus, les qualités organoleptiques des yaourts, 

telles que la couleur, la saveur et l’arôme ne sont pas affectées, tandis que les activités 

biologiques de la chicorée sont conservées, ce qui permet de considérer ces yaourts 

comme des aliments santé (Jeong et al., 2017; Kim et al., 2017). 

Bien que la chicorée soit principalement utilisée pour sa haute teneur en inuline, elle 

contient d’autres métabolites spécialisés aux propriétés biologiques intéressantes pour 

une utilisation en santé humaine. Une étude s’est ainsi intéressée à la fermentation de 

co-produits de chicorée, et plus précisément des feuilles d’endives rouges, par 

Lactiplantibacillus plantarum ou L Lentilactobacillus hilgardii. Cette fermentation a 

permis l’augmentation de l’activité antioxydante par la libération de composés 

phénoliques (Kagkli et al., 2016).  
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Le principal objectif de la collaboration entre l’UMRt 1158 BioEcoAgro et VF Bioscience 

au travers de ces travaux de thèse est de développer un ingrédient possédant des 

propriétés bénéfiques pour la santé humaine, tout en valorisant les co-produits de 

chicorée et d’endive en leur conférant une valeur ajoutée. Pour ce faire, ces co-produits 

ont été fermentés avec différentes souches de Lactobacilles, dans le but d’enrichir leur 

contenu en molécules bioactives et, ainsi, d’accroître leurs activités biologiques. Les 

activités biologiques des surnageants issus de ces fermentations ont ensuite été 

évaluées à l’aide de différents tests biochimiques et cellulaires.  

Un autre objectif de ces travaux était d’évaluer in vitro l’impact de la digestion gastro-

intestinale et de l’absorption intestinale sur les bioactivités des surnageants de 

fermentation. Cet objectif a été réalisé à l’aide du modèle de digestion in vitro simulant 

les trois premiers compartiments du tractus digestif, et d’un modèle de barrière 

intestinale utilisant une coculture d’entérocytes et de cellules productrices de mucus, 

cultivées sur insert.  

Enfin, un dernier objectif consistait à caractériser ces échantillons par une approche 

métabolomique, afin d’identifier les molécules responsables des activités observées à la 

fois dans les surnageants de fermentation, les digestats et les milieux après passage de 

la barrière intestinale. La démarche expérimentale globale est illustrée 

schématiquement dans la Figure 15. 
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Figure 15 : Démarche expérimentale adoptée pour mener à bien les objectifs de l’étude. 

Les co-produits d’endive et de chicorée ont dans un premier temps été fermentés par différentes souches 
de Lactobacilles afin de sélectionner les couples souche/co-produits et d’optimiser les paramètres de 
fermentation ainsi que la croissance des souches. Ensuite, les surnageants de fermentation ont été digérés 
in vitro. La phase intestinale obtenue a été mise au contact de la coculture Caco-2/HT29-MTX, simulant la 
barrière intestinale. Les activités biologiques des surnageants issus de la fermentation, de la digestion et 
des milieux récoltés dans le compartiment basolatéral de la coculture ont ensuite été mesurées. L’activité 
antioxydante a été évaluée sur des cellules HepG2, tandis que les activités anti-inflammatoire et hépato-
protectrice ont été mesurées respectivement sur les lignées cellulaires U937 et HepG2. Enfin, une étude 
métabolomique a été effectuée par HPLC couplée à la spectrométrie de masse (ESI-Q-TOF MS). BI : barrière 
intestinale. 
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1. Matériels  

1.1. Co-produits de chicorée et d’endive 

Dans ce projet, quatre co-produits ont été utilisés. Deux co-produits provenant de la 

filière endive ont été fournis par l’APEF (Arras, France), les épluchures d’endives blanches 

et les épluchures de Carmines®, résultant d’un croisement entre l’endive blanche et 

l’endive rouge. Pour les co-produits de la filière chicorée, des fines de cossettes non 

torréfiées et du marc de chicorée ont été fournis par la société Leroux (Orchies, France).  

1.2. Souches de Lactobacillus provenant de la collection de 
VF Bioscience 

La collection de bactéries lactiques de VF Bioscience est constituée de plus de 

500 souches, dont 6 sont des L. plantarum qui ont été choisies pour ce projet (Table 3). 

Ces souches ont été sélectionnées à partir de résultats obtenus lors d’un travail de 

master. Ces souches ont été isolées à partir de produits laitiers issus de 3 régions de 

Mongolie, les chaînes d’Altaï, la région d’Hangaï et le désert de Gobi. 

Table 3 : Origine et nom des souches de Lactobacillus utilisées durant la thèse. 

Espèce Origine Nom 

L. plantarum VF Bioscience 31c 

L. plantarum VF Bioscience 35a 

L. plantarum VF Bioscience 37a 

L. plantarum VF Bioscience 46a 

L. plantarum VF Bioscience 47b 

L. plantarum VF Bioscience 55a 

L. reuteri Macération des racines de champs d’endives RC15 

L. reuteri Macération des racines de champs d’endives RC16 

L. reuteri Macération des racines de champs d’endives RC18 

 

 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

80 
Thèse confidentielle 

1.3. Isolement du biote de l’endive 

Des isolements du biote externe et interne de l’endive et des macérations ont été 

effectués à partir des endives fournies par l’APEF. 

1.3.1. Co-produits de l’endive 

Les co-produits utilisés pour l’isolement de souches d’intérêts (Figure 16) sont des 

endives telles qu’elles sont commercialisées (E), des racines de chicorée récoltées en 

champs (RC) de la variété Baccara et des racines après forçage de la variété Darling (RF). 

Les co-produits ont été récoltés et traités le 16 novembre 2021 à l’APEF. Préalablement 

aux isolements, les co-produits ont été grossièrement lavés, en particulier les racines à 

l’eau courante afin d’éliminer au maximum la terre contenant des micro-organismes non 

présents dans les racines et les endives. 

 

Figure 16 : Photographies des co-produits utilisés pour l'isolement du biote de l'endive. 

EN : endive, RF : racine après forçage, RC : racine en champs. 

1.3.2. Milieux de culture 

Pour cette étude, quatre milieux de culture ont été utilisés (Table 4). Le milieu Potato 

Dextrose Agar (PDA), permettant la croissance des levures et des champignons, le milieu 

Gélose Nutritive (GN), qui est un milieu riche, contenant des peptones et des extraits de 

viandes, non sélectif, permettant la croissance de nombreuses bactéries et de certains 

champignons. Pour le biote lactique, deux milieux ont été utilisés, le milieu MRS 

spécifique à la croissance des Lactobacillus et le milieu M17 qui est dédié aux 
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lactocoques et aux streptocoques. Les milieux gélosés ont été préparés et autoclavés à 

121 °C pendant 20 min. Pour la croissance, les milieux PDA et GN ont été incubés à 30 °C 

en condition aérobie et les milieux MRS et M17 à 37 °C en condition anaérobie. 

Table 4 : Composition des milieux utilisés pour l’isolement du biote de l’endive. 

Composition Concentration (g.L-1) 

Milieu GN (Gélose Nutritive) – pH 7 

Peptone 5 
NaCl 5 

Extrait de levure 2.5 
Extrait de viande 1 
Agar (si solide) 15 

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) – pH 5.6 

Glucose 20 
Extrait de pomme de terre 4 

Agar (si solide) 15 

Milieu M17 – pH 7 

Beta-glycérophosphate de sodium 19 
Peptone de soja 5 
Extrait de viande 5 

Lactose 5 
Tryptone 2.5 

Peptone de viande 2.5 
Extrait de levure 2.5 
Acide ascorbique 0.5 

Sulfate de magnésium 0.25 
Agar (si solide) 15 

Milieu MRS (De Man, Rogosa et Sharpe) – pH 6.2 

Glucose 20 
Peptone 10 

Extrait de viande 8 
Acétate de sodium trihydraté 5 

Extrait de levure 4 
K2HPO4 2 

Citrate d’ammonium 2 
Sulfate de magnésium heptahydraté 0.2 
Sulfate de manganèse tétrahydraté 0.05 

Tween 80 1 mL.L-1 
Agar (si solide) 15 

 

1.3.3. Isolement du biote externe 

Pour l’isolement du biote externe, 30 g des trois co-produits, préalablement rincés à l’eau 

courante, ont été incubés dans 65 mL d’eau physiologique (0,85 % (p/v) NaCl) puis agités 
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pendant 2 min. La solution mère correspondant à l’eau physiologique résultante a été 

diluée successivement jusque 10-8 et différentes dilutions (solution non diluée, solutions 

diluées à 10-2, 10-4, 10-6 et 10-8) ont été étalées sur les quatre milieux de culture. Les 

géloses ont ensuite été incubées dans les conditions précisées préalablement. 

1.3.4. Isolement du biote endophyte 

Pour l’isolement du biote endophyte, 30 g de co-produits ont été rincés à l’eau courante. 

Afin d’éliminer le biote externe présente, les co-produits ont été ensuite lavés avec une 

solution d’éthanol à 70 % (v/v) pendant 3 min. Après un rinçage de 3 min à l’eau 

physiologique stérile, les co-produits ont à nouveau été baignés dans l’éthanol pendant 

30 secondes. Ils ont finalement été rincés 3 fois avec de l’eau physiologique stérile. Les 

co-produits ont ensuite été découpés en fines lamelles puis déposés sur les quatre 

géloses différentes qui ont ensuite été incubées dans les conditions précédemment 

décrites.  

1.3.5. Macération des co-produits 

Des macérations ont également été réalisées afin d’isoler spécifiquement des bactéries 

lactiques à partir des co-produits de racines en champs et après forçage. Pour cela, 45 g 

de co-produits lavés et découpés, ont été incubés dans du milieu MRS pendant 72 h à 

37 °C. La macération résultante est ensuite diluée successivement jusque 10-8 et 

différentes dilutions (solution non diluée, solutions diluées à 10-2, 10-4, 10-6 et 10-8) sont 

étalées sur gélose MRS est incubés à 37 °C en condition anaérobie. 

Les différentes cultures ont été suivies pendant une semaine. Pour chaque gélose, les 

colonies présentant des phénotypes différents ont été isolées et repiquées sur les milieux 

de culture correspondants. Ce processus a été répété au moins 3 fois afin d’obtenir des 

souches pures. Une fois que la pureté a été atteinte, les souches ont été repiquées dans 

une culture liquide suivi d’un conditionnement en cryotubes dans une solution de 

glycérol à 25 % (v/v). Les cryotubes ont ensuite été stockés à -20 °C et à -80 °C.  
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1.3.6. Identification des souches 

Les souches isolées des co-produits d’endive ont été identifiées par spectrométrie de 

masse de type MALDI-TOF-MS. Pour cela, une ou plusieurs colonies (sur gélose) sont 

déposées sur chaque spot d’une plaque d’analyse suivi de l’ajout d’1 µL de matrice. Cette 

matrice est réalisée en diluant 10 mg d’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique dans 500 µL 

d’acétonitrile, 475 µL d’eau et 25 µL d’acide trifluoroacétique. La plaque est ensuite 

analysée par spectrométrie de masse MALDI-TOF à l’aide d’un AutoflexSpeed (Bruker 

Daltonics, Bremen, Allemagne). Le logiciel Flexcontrol 3.4 a été utilisé. L'étalonnage du 

spectromètre de masse a été effectué avec le standard de test bactérien de Bruker. Pour 

chaque échantillon chargé, les signaux MS ont été acquis en mode linéaire positif dans la 

plage de 2 000 à 20 000 Da en additionnant 480 spectres de tir laser en utilisant la 

méthode automatique du fabricant MBT_FC.par (les valeurs de tension des sources 

d'ions #1 et #2 étaient respectivement réglées à 19,5 et 18,30 keV; tension de 

lentille = 6,9 keV; extraction pulsée = 280 nsec; intensité laser entre 40 et 60 %). Les 

spectres de masse ont été traités à l'aide du logiciel BioTyper (version 3.0; Bruker 

Daltonics) avec la base de données BDAL 11897 MSPs. L'identification confiante du genre 

et probable de l'espèce des micro-organismes est obtenue pour un log(score) BioTyper 

entre 2,0 et 2,3, tandis que seule l'identification confiante du genre est obtenue pour un 

log(score) BioTyper entre 1,7 et 2,0. 

De plus, 8 souches dont les colonies présentent un phénotype proche de bactéries 

lactiques ont également été identifiées par séquençage de l’ADN 16S. Pour cela, une 

extraction d’ADN a été réalisée à l’aide d’un kit Wizard Genomic DNA Purification 

(Promega, Madison, Etats-Unis), et la pureté de l’ADN a été contrôlée. L’identification a 

ensuite été effectuée par la société GenoScreen (Lille, France). 
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2. Méthodes 

2.1. Culture des Lactobacillus sur des extraits d’endive ou de chicorée 

2.1.1. Milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé est constitué d’une solution saline tamponnée au phosphate 

(PBS, de l’anglais phosphate-buffered saline) (8 g.L-1 de NaCl, 1,44 g.L-1 de Na₂HPO₄, 

0,24 g.L-1 de KH2PO4 et 0,2 g.L-1 de KCl) et 25 ou 50 g.L-1 de co-produits (Table 5). Ces 

concentrations ont été choisies en fonction de leur praticité de manipulations. Le but 

d’utiliser un milieu aussi simple a été une exigence de la société VF Bioscience qui 

souhaitait déterminer si les bactéries lactiques étaient capables d’utiliser les co-produits 

comme seule source nutritive. Les co-produits secs, préalablement séchés à l’étuve à 

60 °C, ont été broyés au blender (Perfectmix +, Tefal, Rumilly, France), et à l’aide d’un 

ULTRA-TURRAX® (T18® digital ULTRA-TURRAX®, IKA, Staufen, Allemagne) après l’ajout de 

PBS. Le milieu a ensuite été autoclavé 20 minutes à 121 °C et ajusté à pH 5 avant la 

fermentation. 

Table 5 : Concentration des co-produits dans le PBS et abréviations utilisées 

Co-produit Abréviation Concentration dans PBS 
(g.L-1) 

Épluchure d’endives EEBU 25 
Épluchure de Carmines® ECBU 25 

Marc de chicorée MCBU 50 
Fines de cossettes non torréfiées CNTBU 50 

 

2.1.2. Sélection des co-produits : culture en deepwell 

Pour la sélection des co-produits, les quatre de la filière endive et chicorée ont été 

fermentés par les six souches de Lactiplantibacillus plantarum (31c, 35a, 37a, 46a, 47b 

et 55a) de la collection de VF Bioscience et les 3 souches de Limosilactobacillus reuteri 

(RC15, RC16 et RC18) obtenus à partir de l’isolement du biote de l’endive.  

Les cultures des différentes souches sur les co-produits ont été réalisées en Deepwells, 

avec un volume de culture de 5 mL. Pour cela, 4,5 mL du milieu de culture à pH 5 ont été 
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déposés dans chaque puits. Les précultures bactériennes ont préalablement été 

centrifugées 10 minutes à 12 700 x g, puis rincées à l’eau physiologique. Le culot a ensuite 

été repris avec 3 mL de PBS, l’absorbance a été mesurée à une longueur d’onde à 600 nm 

à l’aise d’un spectrophotomètre (PV4 Visible spectrophotometer, VWR, Radnor, États-

Unis) puis les deepwell ont été ensemencés à une DO600 nm de 0,3 pour chaque souche de 

Lactobacillus et leur volume complété à 500 µL avec du PBS. Les deepwells ont ensuite 

été incubés 72 h à 37 °C en condition anaérobie dans une étuve (Memmert, Schwabach, 

Allemagne). Des macérations contrôles ont également été réalisées. La première est 

constituée du milieu de culture sans souche afin de vérifier l’absence de croissance et de 

pouvoir comparer les activités avant et après culture. Le second contrôle est composé de 

la préculture à une DO600 nm de 0,3 dans du PBS sans co-produit, le but étant de vérifier 

que l’activité résultante n’est pas due uniquement à la souche. Après les 72 h de culture, 

la croissance a été évaluée par la mesure de la variation de pH ainsi que par un 

dénombrement sur gélose MRS. Le contenu des deepwells a ensuite été centrifugé 

10 minutes à 12 700 x g et le surnageant est conservé à -20 °C. 

2.1.3. Sélection des souches : culture en fiole d’Erlenmeyer 

Afin de les sélectionner, les 9 souches (31c, 35a, 37a, 46a, 47b, 55a, RC15, RC16 et RC18) 

ont fermentées les épluchures d’endives. Ces fermentations ont été réalisées dans les 

mêmes conditions que celles adoptées pour les cultures en deepwells mais dans un 

volume final de 20 mL, c’est-à-dire avec 18 mL de milieu de culture à pH 5, et 2 mL de 

préculture préalablement rincée au PBS et ensemencés à une DO600 nm de 1,5. Les 

erlenmeyers ont ensuite été flushés à l’azote afin d’éliminer l’oxygène pour passer en 

condition anaérobie. Ces derniers ont été placés dans un incubateur (Multitron standard, 

INFORS HT, Bottmingen, Suisse) à 37 °C sous agitation (65 rpm) pendant 24 h. Comme 

pour les cultures en deepwell, des macérations contrôles ont été effectuées afin de 

comparer les activités en présence ou non des souches de Lactobacillus. L’évaluation de 

la croissance a été effectuée par mesure de la variation de pH et par un dénombrement 

sur gélose MRS, et les surnageants de culture ont été conservés à -20 °C pour les 

différents tests de bioactivités et la caractérisation par approche métabolomique. 
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2.1.4. Culture en bioréacteurs 

Les fermentations d’épluchures d’endives en bioréacteur ont été effectuées avec les 

souches 31c, 46a et RC16. Pour cela, 300 mL de milieu de culture, composé de 25 g.L-1 

d’épluchures d’endives broyées au blender et à l’ULTRA-TURRAX® en PBS sont introduits 

dans le bioréacteur d’un volume maximum de 500 mL (MiniBio 500, myControl, Applikon 

Biotechnology, Delft, Pays-Bas) (Figure 17). Ces derniers ont ensuite été autoclavés 

20 minutes à 121 °C. Les souches ont été préparées dans les mêmes conditions que 

celles décrites précédemment, et 30 mL de chaque préculture ont été inoculés à une 

DO600 nm de 15 afin d’obtenir une densité optique (DO) finale dans le milieu de 1,5. Durant 

24 h, le pH a été maintenu à 5 grâce à des solutions de NaOH à 5 M et de H3PO4 à 1 M, 

l’agitation à 300 rpm et la température à 37 °C. Afin de réaliser les cultures en condition 

anaérobie, de l’azote a été injecté dans le bioréacteur de manière stérile, une sonde de 

mesure de l’oxygène dissous (PO2) a été utilisée afin de vérifier que les bioréacteurs 

restent en condition anaérobie pendant la culture. Différents prélèvements ont été 

effectués à 0 h, 6 h, 19 h et 24 h, afin d’évaluer la croissance par dénombrement sur 

gélose MRS, les surnageants ont été conservés à -20 °C.  

 

Figure 17 : Photographie annotée d’un bioréacteur en fonctionnement. 
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2.1.5. Amélioration des paramètres de culture 

Les cultures ont été réalisées dans des fioles d’Erlenmeyer, avec un volume final de 

20 mL, en suivant les conditions décrites précédemment. Les milieux de culture ont été 

préparés à des concentrations de 15, 25 et 35 g.L-1, et les inocula bactériens ajustés à des 

DO600 nm de 0,3 ; 1,5 ; et 3 (correspondants à 1 X, 5 X et 10 X). Des temps de culture de 0, 

12, 24, 36, 48 et 72 h ont également été testés. Pour chaque condition expérimentale, des 

macérations témoins, sans ajout de souche bactérienne, ont été réalisées. La croissance 

bactérienne a été suivie par mesure de la variation de pH et par dénombrement sur gélose 

MRS. Les surnageants ont été stockés à -20 °C. 

2.1.6. Amélioration de la croissance des Lactobacillus  

2.1.6.1. Détermination des auxotrophies en acides aminés et en vitamines des trois 
souches de Lactobacillus sélectionnées 

L’auxotrophie pour 20 acides aminés et 11 vitamines (Table 6) a été évaluée sur trois 

souches de Lactobacillus : 31c, 46a et RC16.  
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Table 6 : Acides aminés et vitamines testés pour déterminer les auxotrophies des souches de 
Lactobacillus. 

Acides aminés Vitamines 

Glycine (Gly) Biotine (B8) 

Serine (Ser) Acide pantothénique (B5) 

Thréonine (Thr) Niacine (B3) 

Asparagine (Asn) Acide folique (B9) 

Glutamine (Gln) Cobalamine (B12) 

Acide glutamique (Glu) Vitamine (K) 

Acide aspartique (Asp) Acide nicotinique (B3) 

Lysine (Lys) Pyridoxine (B6) 

Arginine (Arg) Acide aminobenzoïque (B10) 

Histidine (His) Thiamine (B1) 

Cystéine (Cys) Riboflavine (B2) 

Tryptophane (Trp)  

Phénylalanine (Phe)  

Tyrosine (Tyr)  

Alanine (Ala)  

Valine (Val)  

Leucine (Leu)  

Isoleucine (Ile)  

Proline (Pro)  

 

Un milieu de base (MB) a été préparé : 3 g.L-1 de phosphate monopotassique, 3 g.L-1 de 

phosphate dipotassique, 6 g.L-1 d’acétate de sodium, 1 g.L-1 de citrate d’ammonium, 

0,05 g.L-1 de sulfate de manganèse, 1 g.L-1 de Tween 80, 1 g.L-1 de sulfate de magnésium et 

7,5 g.L-1 d’agar. Ce milieu a été autoclavé pendant 20 minutes à 121°C. Des solutions de 

glucose (10 g.L-1), de sulfate de fer (20 g.L-1, ajusté à pH 2), d’acides aminés (10 g.L-1) et de 

vitamines (100 g.L-1) ont été filtrées sur une membrane de 0,2 µm avant d’être ajoutées au 

milieu autoclavé. La croissance des souches sur ce milieu complet a d’abord été vérifiée 

avant de procéder aux tests d’auxotrophies, dans lesquels le milieu de base était préparé 

en omettant un acide aminé ou une vitamine. Des précultures ont été préparées avec un 
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inoculum de 10 % (v/v) et incubées pendant 24 h à 37°C. Après incubation, les cultures 

ont été centrifugées durant 10 minutes à 12 700 x g et lavées avec du PBS. L’absorbance 

a ensuite été mesurée à 600 nm avant l’inoculation. Les boîtes de Pétri ont ensuite été 

ensemencées en duplicata par inondation pour obtenir une concentration finale de 

2.105 UFC.mL-1. Les géloses ont été incubées à 37 °C en condition anaérobie, et la 

croissance a été observée après 48 h d’incubation afin de déterminer si les souches 

étaient capables de se développer en l’absence d’un acide aminé ou d’une vitamine 

spécifique.  

2.1.6.2. Amélioration de la croissance des Lactobacillus en milieu simple 
complémenté 

Pour optimiser le milieu de culture et améliorer la croissance des Lactobacillus, des 

suivis de croissance ont été réalisés en milieu MB contenant uniquement des sources de 

carbone et d’azote minéral. La croissance des souches 31c, 46a et RC16 a été comparée 

en fonction de l’ajout d’extrait de levure à 2 et 4 g.L-1, ainsi qu’en fonction de la préculture 

utilisée, MB ou MRS. Pour cela, des erlenmeyers contenant 18 mL de milieu et 2 mL de 

préculture réalisée en milieu MB ou en milieu MRS (avec une DO600nm de 0,15) ont été 

inoculés. Les cultures ont été incubées pendant 24 h à 37 °C en condition anaérobie et 

sous agitation à 95 rpm. Des témoins en milieu MRS ont également été réalisés pour 

comparer les résultats avec les milieux supplémentés. La croissance a été suivie par des 

mesures de la DO600 nm à 0, 4, 8, et 24 h, tandis que les mesures de pH ont été réalisées 

après 24 h.  

2.1.6.3. Amélioration de la croissance des Lactobacillus par complémentation du 
milieu de fermentation composé d’épluchures d’endives 

Les fermentations d’épluchures d’endives à 25 g.L-1 par les souches 31c, 46a et RC16, ont 

été effectuées avec un inoculum à une DO600 nm de 0,3, en erlenmeyer pour une durée de 

24 h, en condition anaérobie et sous agitation. Les précultures ont été réalisées en milieu 

MRS et le milieu de fermentation a été supplémenté en extrait de levure à 2 et 4 g.L-1. 

Cependant, le milieu utilisé pour ces cultures ne contenait pas de glucose, obligeant les 

souches à utiliser les épluchures d’endives comme source principale de carbone. La 
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croissance des souches a été évaluée par des dénombrements sur gélose MRS à 0, 8 et 

24 heures.  

2.1.7. Mesure de l’activité antioxydante par la méthode DPPH 

Ce test colorimétrique DPPH (Sigma Aldrich, Saint-Louis, États-Unis) a été réalisé en 

microplaque à l’aide d’une gamme (0 ; 62,5 ; 125 ; 250 ; 500 et 1000 µM) de 3,4-dihydro-

6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique (Trolox) (Sigma Aldrich, 

Saint-Louis, États-Unis) connue pour son activité antioxydante. Dans cette microplaque, 

10 µL de Trolox ou des échantillons ont été déposés et 190 µL d’une solution de DPPH à 

4 g.L-1 ayant une absorbance de 0,8 ± 0,1 à 517 nm ont été ajoutés. La plaque a ensuite 

été incubée 6 minutes à l’obscurité et à température ambiante, puis lue à 517 nm 

(Beaudor et al., 2023). L’ensemble des dilutions de cette expérience ont été réalisées en 

éthanol pur. Afin de palier à la coloration des échantillons, un contre dosage constitué 

d’échantillon et d’éthanol a été lu à 517 nm et soustrait à la valeur obtenue avec la DPPH. 

L’effet antioxydant a été calculé en équivalent Trolox en fonction de la droite de calibration 

obtenue à partir de la gamme étalon de Trolox. 

2.1.8. Conditions de culture des lignées cellulaires 

L’ensemble des expériences réalisées sur cellules ont été menées en utilisant des lignées 

cellulaires hépatiques et intestinales humaines, ainsi que des macrophages humains : 

des cellules de carcinome hépatocytaire humain caucasien HepG2, des cellules de 

carcinome colorectal humain Caco-2 et des cellules monocytoïdes humaines (numéros 

d'accession ECACC : 85011430, 86010202 et 85011440, respectivement) achetées chez 

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Les cellules ont été cultivées dans des flasques de 

75 cm² (Sarstedt, Nümbrecht, Allemagne) à 37 °C avec 5 % de CO₂, en utilisant un milieu 

de culture Dulbecco modifié (DMEM) (PAN Biotech, Aidenbach, Allemagne) pour les 

HepG2 et Caco-2, et en Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) (Dominique 

Dutscher, Bruxelles, Belgique) pour les U937, supplémenté avec 10 % (v/v) de sérum 

bovin fœtal inactivé par la chaleur (SVF), 100 U.mL⁻¹ de pénicilline et streptomycine, ainsi 

que 2 mM de L-glutamine, formant ainsi le milieu de culture complet (Pouille et al., 2022). 
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Les cellules        Caco-2, HepG2 et U937 sont passées respectivement une, deux ou trois 

fois par semaine. 

2.1.9. Analyse de la cytotoxicité  

La viabilité cellulaire a été évaluée dans chaque lignée cellulaire afin de s'assurer que la 

cytotoxicité des échantillons n'interfère pas avec les tests. Le test de cytotoxicité a été 

réalisé dans des plaques de 96 puits, avec des cellules Caco-2, HepG2 ou U937 

ensemencées à des densités respectives de 8 000, 60 000 et 150 000 cellules par puit. 

Elles ont été incubées à 37 °C entre 24 h et 5 jours avant les tests. Après incubation, le 

milieu a été retiré, les cellules ont été lavées, et 100 µL d’échantillons ont été ajoutés à 

chaque puits. Les plaques ont été incubées pendant une période définie à 37 °C. Après 

incubation, les échantillons ont été retirés et 100 µL de solution Cell Counting Kit-8 

(CCK8) à une concentration de 5 % ont été ajoutés à chaque puits, suivi d'une incubation 

de 1 h 30 à 37 °C. L'absorbance a été mesurée à 450 nm à l'aide d'un lecteur de 

microplaques SpectraMax® iD3 (Molecular Devices, San José, CA, États-Unis), et la 

viabilité cellulaire a été exprimée en pourcentage par rapport à la condition témoin 

contenant uniquement du DMEM. 

2.1.10.  Mesure de l’activité antioxydante par la méthode au DCFH2-DA 

La capacité antioxydante des échantillons a été testée sur des cellules hépatiques 

HepG2 et intestinales Caco-2 (Figure 18), ensemencées à respectivement 60 000 et 

8 000 cellules par puits dans des plaques noires à 96 puits.  
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Figure 18 : Mécanisme intracellulaire de l'oxydation induite par l'AAPH sur la DCFH2-DA. 

La sonde est internalisée par les cellules et transformée par les estérases en DCFH2. La présence d’ERO 
induit par l’AAPH convertit la DCFH2 en DCF qui émet une fluorescence permettant ainsi de les quantifier. 
AAPH : 2,2'-azobis-2-méthyl-propanimidamide, dihydrochloride, ERO : espèces réactives de l’oxygène, 
sonde : DCFH2-DA.  

 

Après la période d’incubation nécessaire, le milieu a été éliminé des puits, et 100 µL de 

DCFH2-DA (Biotium, Fremont, États-Unis) à 25 µM ont été déposés dans chaque puits. La 

plaque a ensuite été incubée pendant 30 minutes à 37 °C à l’abri de la lumière. 

 Le DCFH2-DA a été ensuite retiré, et les cellules ont été lavées avec du tampon Hank's 

Balanced Salt Solution Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) (Biowest, Nuaillé, France) 

afin d’éliminer l’excès de sonde qui pourrait biaiser les résultats. Ensuite, 50 µL de 

quercétine (TergetMol, Wellesley, États-Unis) à 200 µM, utilisée comme contrôle positif 

ou d’échantillon à la concentration choisie ont été ajoutés. Avant la lecture des plaques, 

50 µL de 2,2-azobis-(2-amidinopropane) (AAPH) (Sigma Aldrich, Saint-Louis, États-Unis) 

à 1,2 mM ou du HBSS pour les puits témoins, ont été ajoutés dans chaque puits. Les 

résultats ont été exprimés en comparaison au contrôle. La fluorescence (excitation à 485 

nm et émission à 535 nm) a ensuite été mesurée, et la production d'ERO a été exprimée 

en fonction du témoin (Figure 19). 
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Figure 19 : Protocole permettant de déterminer l'activité antioxydante cellulaire. 

L’activité antioxydante cellulaire peut être mesurée sur différentes cellules comme les HepG2 ou les  
Caco-2. La DCFH2-DA, qui est une sonde, mise au contact des cellules durant 30 minutes afin d’être 
internalisée. Après cette incubation, les cellules sont rincées afin d’éliminer les molécules de DCFH2-DA 
non internalisée. Les cellules sont ensuite mises au contact de 50 µL de quercétine ou d’échantillons, 50 µL 
d’AAPH sont ensuite ajoutés afin d’oxyder les cellules. Un contrôle non oxydé est également réalisé sans 
AAPH. Une cinétique de fluorescence est effectuée pendant une heure à 37 °C. Les résultats sont exploités 
en prenant la pente de l’échantillon par rapport à la pente de la condition contrôle.  
AAPH : 2,2'-azobis-2-méthyl-propanimidamide, dihydrochloride, Cf : concentration finale. 

 

2.1.11. Détermination de l’activité hépato-protectrice  

Un test d’activité hépato-protectrice a été développé sur des cellules HepG2 pour évaluer 

la capacité des surnageants de culture à protéger ces cellules contre un stress induit par 

l’éthanol. Dans un premier temps, ce test a été mis au point et la concentration 

cytotoxique optimale d’éthanol de 1,9 mM a été retenue afin d’induire un stress cellulaire 

sans provoquer de mortalité. Des molécules antioxydantes telles que la vitamine C, le 

Trolox et la quercétine ont été testées pour déterminer leur cytotoxicité et leur capacité à 

améliorer la viabilité des cellules exposées à l’éthanol. La quercétine a finalement été 

choisie comme témoin positif. Les cellules HepG2 ont été ensemencées la veille du test 

à une concentration de 60 000 cellules par puits. Après 24 h, le milieu a été remplacé, et 

50 µL d’échantillons ou de quercétine (Cf :100 µM) ainsi que 50 µL d’éthanol (Cf : 1,9 mM) 

ont été ajoutés aux puits. La microplaque a été incubée 2 h à 37 °C. Après incubation, afin 

d’évaluer la viabilité cellulaire, les puits ont été lavés avec 100 µL de PBS, puis 100 µL de 
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réactif CCK8 à 5 % ont été ajoutés. La lecture de l’absorbance a été effectuée à 450 et 

650 nm après 1 h 30 d’incubation à 37 °C (Figure 20). 

 

Figure 20 : Protocole permettant de déterminer l'activité hépato-protectrice sur les cellules HepG2. 

L’activité hépato-protectrice est évaluée en mettant de l’éthanol (Cf : 1,9 mM) au contact des cellules 
HepG2 afin d’induire un stress oxydatif. Une quantité de 50 µL de quercétine ou d'échantillon sont ajoutés, 
puis les cellules sont incubées pendant 2 heures à 37 °C. Les cellules sont ensuite rincées au PBS et 100 µL 
de CCK8 sont ajoutés afin de mesurer la viabilité cellulaire qui sera lue à 450 nm après 1 h 30 d’incubation 
à 37 °C. Cf : concentration finale. 

2.1.12. Détermination de l’activité anti-inflammatoire 

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en utilisant des cellules U937, qui ont été 

différenciées en macrophages à l’aide de phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) à une 

concentration de 610 µg.L-1 pendant 2 jours. Le milieu de culture a été remplacé tous les 

2 jours et les cellules ont été lavées au PBS pour éliminer l’excédent de PMA. Le test 

d’activité a été réalisé une semaine après la différenciation des cellules en macrophages. 

Les cellules différenciées sont récoltées, centrifugées à 327 x g pendant 5 minutes, et 

comptées à l’aide d’un compteur LUNA. Une suspension cellulaire de 2 millions de 

cellules par puits a ensuite été préparée et déposée dans des plaques de 12 puits, puis 

incubée pendant 30 minutes à 37 °C. Après incubation, 250 µL de LPS (Sigma, St Louis, 

États-Unis) à 200 µg.mL-1 ont été ajoutés dans les puits, à l’exception du puits témoin qui 

ne contenait que du DMEM. Ensuite, 250 µL de dexaméthasone (à 80 µM) ou 

d’échantillons à la concentration choisie ont été ajoutés dans les autres puits.  
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Les plaques ont ensuite été incubées pendant 4 h à 37 °C. Le contenu des puits a ensuite 

été récupéré, centrifugé durant 10 minutes à 8 000 g à 4 °C, puis les surnageants ont été 

congelés à -20 °C pour l’analyse des niveaux de TNF-α et des interleukines 8 et 10 par 

méthode ELISA (Figure 21). 

 
Figure 21 : Protocole permettant de déterminer l'activité anti-inflammatoire sur les cellules U937. 

Les cellules U937 sont tout d’abord amplifiées pendant deux semaines, puis différenciées en macrophages 
à l’aide d’une solution de PMA à 100 nM en flasque. Après une semaine de différenciation, les macrophages 
sont mis en plaque à une concentration de deux millions de cellules par puits. Afin d’inflammer les cellules, 
250 µL de LPS (Cf : 50 µg.mL-1) sont ajoutés dans chaque puits. La dexaméthasone à 20 µM, ainsi que les 
surnageants de macération et de fermentation sont ajoutés. Un contrôle non inflammé est également 
réalisé avec du RPMI. Les plaques sont ensuite incubées 4 h à 37 °C sous 5 % de CO2, et les surnageants 
cellulaires sont ensuite récupérés afin de réaliser la quantification des cytokines par méthode ELISA. 
LPS : lipopolysaccharide, Cf : concentration finale, ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, 
IL : interleukines, TNF-α : Tumor Necrosis Factor α. 

 

2.2. Devenir des surnageants de fermentation dans le tractus gastro-
intestinal 

2.2.1. Digestion gastro-intestinale simulée in vitro  

 Afin d'étudier le devenir des bioactivités des surnageants de culture dans le tractus 

digestif, une digestion gastro-intestinale simulée (DGIS) in vitro a été réalisée selon le 

protocole de digestion statique harmonisé par INFOGEST (Brodkorb et al., 2019), 

reproduisant les conditions de la bouche, de l’estomac et de l’intestin. Ce protocole a été 

appliqué à l’ensemble des cultures effectuées en bioréacteur (Figure 22). Les 
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surnageants de culture ont été concentrés à 250 g.L-1, pendant la nuit à 30 °C, à l’aide d’un 

évaporateur centrifuge (miVac Quatro Concentrator, Genevac, Ipswich, Royaume-Uni). 

Une fois concentrés, 2 mL des surnageants ont été introduits dans un bioréacteur 

maintenu à 37 °C sous agitation magnétique. Pour la phase salivaire, 1,6 mL de fluide 

salivaire, 10 µL de CaCl2 et 190 µL d’eau ont été ajoutés au réacteur, suivi d’un ajustement 

du pH à 7 à l’aide de NaOH et d’HCl. Ensuite, 200 µL d’amylase (Sigma, St Louis, États-

Unis) à 75 U.mL-1 ont été incorporés, puis le pH ajusté à 7. Après 2 à 5 minutes de cette 

phase, 3,2 mL de fluide gastrique, 2 µL de CaCl2 et 398 µL ont été ajoutés. Le pH est 

abaissé à 3, puis 200 µL de lipase (Sigma, St Louis, États-Unis) à 60 U.mL-1 et de pepsine 

(Sigma, St Louis, États-Unis) à 2 000 U.mL-1 ont été ajoutés, avec un ajustement final du 

pH à 3. Après 2 h de digestion gastrique, 1 mL de contenu a été prélevé du bioréacteur 

afin d’évaluer l’impact de cette phase sur le profil peptidique par chromatographie 

d’exclusion stérique (SEC) et Chromatographie liquide à haute performance couplé à la 

spectrometrie de masse (HPLC-MS, de l’anglais High-Performance Liquid 

Chromatography coupled with Mass Spectrometry). La phase intestinale a débuté avec 

l’ajout de 2,975 mL de fluide intestinal, 14 µL de CaCl2 et 2,261 mL d’eau, suivi d’un 

ajustement du pH à 7. Ensuite, 1,75 mL de pancréatine (Sigma, St Louis, États-Unis) à 

100 U.mL-1 (activité de la trypsine) ont été ajoutés, et le pH réajusté à 7. Après 2 h de 

digestion intestinale, la phase intestinale a été chauffée à 95 °C pendant 10 minutes afin 

d’inactiver les enzymes digestives. Des aliquots de digestats ont ensuite été réalisés et 

conservés à -20 °C. Une digestion dite « blanche » a également été effectuée : dans cette 

condition contrôle, les 2 mL de surnageant de culture ont été remplacés par 2 mL d’eau, 

afin de vérifier que les activités biologiques observées ne proviennent pas seulement de 

l’hydrolyse des enzymes digestives. 
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Figure 22 : Schéma de la digestion gastro-intestinale simulée in vitro des surnageants de 
fermentation. 

Les surnageants de fermentation concentrés à 250 g.L-1 sont introduits dans un bioréacteur maintenu à 
37 °C ou l’amylase à 75 U.mL-1 est ajoutée au fluide salivaire et le pH est ajusté à 7. Après 5 minutes, la 
phase gastrique est déclenchée par l’ajout de la pepsine à 2 000 U.mL-1 et de la lipase à 60 U.mL-1 ainsi que 
l’ajustement du pH à 3. Après deux heures de phase gastrique, le fluide intestinal ainsi que la pancréatine 
à 100 U.mL-1 sont ajoutés, le pH est de nouveau ajusté à 7. Une fois la phase intestinale effectuée, le 
contenu des bioréacteurs est récupéré et chauffé à 95 °C pendant 10 minutes afin d’inactiver la 
pancréatine.  

2.2.2. Interactions des digestats avec un modèle de barrière intestinale 

Afin de déterminer les effets des digestats de surnageants de fermentation sur la barrière 

intestinale, un modèle de coculture de cellules différenciées (Caco-2/HT29-MTX) a été 

utilisé, reproduisant les propriétés de la barrière intestinale humaine. Cette coculture a 

été ensemencée sur des inserts de 3 µm de porosité, avec un total de 20 000 cellules par 

insert, selon un ratio de 90% Caco-2 et 10% HT29-MTX. Un volume de 1 mL de suspension 

cellulaire a été déposé dans la partie apicale de chaque insert, tandis que 2 mL de milieu 

de culture DMEM ont été placés dans le compartiment basolatéral (Fleury et al., 2022). 

2.2.2.1. Vérification de l’intégrité de la barrière intestinale 

Pour évaluer l'intégrité de la coculture Caco-2/HT29-MTX, la résistance électrique 

transépithéliale (TEER) a été mesurée à l’aide d’un ohmmètre (Epithelial Volt-Ohm Meter, 

Millicell®, Burlington, États-Unis). Les mesures de TEER ont été effectuées tous les 2 jours 

après une semaine d’incubation. Le jour de l’expérimentation, la TEER a été mesurée 

https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=bfdf4d9384e0dbb8&sca_upv=1&sxsrf=ADLYWIJume25HuFjEWOyLuLHgtKDFm1YgQ:1724661130012&q=Burlington+(Massachusetts)&si=ACC90nzx_D3_zUKRnpAjmO0UBLNxnt7EyN4YYdru6U3bxLI-L_W_NpXF4LSzfqn5aoNTXQ_wZOARr3C4mY04YwhgoYbq4d-ZkZyR_ESiKVCTmSZoUW5ak0P9FZK0Vq-pB7Vttwue7CA51xiSF-vuDyTvevU7Xv4GOMgZZE90nlwXKQpLK03cZfo2JPC1vevboHIDSNZx666WMHWJHcftWuU0VNe1wHw2vg%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwiXjoywn5KIAxVJTKQEHR9mBowQmxMoAHoECCUQAg
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avant et pendant le contact des échantillons avec la coculture. La TEER, dépendante du 

milieu de culture, a été utilisée comme indicateur d'intégrité de la barrière, et une valeur 

supérieure à 500 Ω.cm² indique une barrière fonctionnelle (Ude et al., 2017), tandis 

qu’une valeur trop élevée pourrait révéler la formation de multicouches cellulaires (Fleury 

et al., 2022).  

2.2.2.2.  Incubation des échantillons avec le modèle de barrière intestinale 

Trois semaines après l’ensemencement, les puits présentant une barrière intacte 

(TEER > 500 Ω.cm²) ont été sélectionnés pour l’étude du passage de la barrière (Figure 

23). Le milieu de culture a été retiré, puis 2 mL de tampon Hepes-Buffered Hank's 

Balanced Salt Solution (HHBSS), composé de HBSS complémenté avec 4,76 g.L-1 de  

4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazineéthanesulfonique (HEPES), ont été ajoutés dans le 

compartiment basolatéral et 1 mL dans le compartiment en apical. Les inserts ont 

ensuite été incubés à 37 °C pendant 30 minutes. Après cette incubation, le compartiment 

apical a été vidé, et 1 mL de digestat dilué au ½ a été déposé. Les plaques ont été 

incubées pendant 2 h à 37 °C, et des mesures de TEER ont été prises à 15, 30, 60 et 

120 minutes pour suivre les éventuels changements de perméabilité. Enfin, les milieux 

apicaux et basolatéraux ont été prélevés et stockés à -20 °C pour des analyses 

ultérieures. 

  

Figure 23 : Schéma illustrant le modèle de barrière intestinale réalisé à l’aide de la coculture  
Caco-2/HT29-MTX. 

Afin dévaluer le passage des molécules au travers de la barrière intestinale, les surnageants de digestion 
sont mis au contact de la coculture Caco-2/HT29-MTX à une concentration de 3,9 g.L-1 pendant 1 h 30. 
Après incubation, le contenu du compartiment basolatéral est récupéré afin d’effectuer les tests de 
bioactivités ainsi que la caractérisation métabolomique.  



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

99 
Thèse confidentielle 

2.2.2.3. Évaluation de la perméabilité apparente (Papp) par Lucifer Yellow 

La perméabilité paracellulaire de la barrière intestinale a été évaluée en utilisant la 

molécule fluorescente Lucifer Yellow (Biotium Fremont, États-Unis), détectée par 

spectrophotométrie de fluorescence. Cette molécule traverse la barrière via les jonctions 

serrées, permettant ainsi d’évaluer la perméabilité après contact avec les échantillons. 

Pour cela, 1 mL de Lucifer Yellow à une concentration de 100 µM a été ajouté dans le 

compartiment apical, et 2 mL de tampon HBSS dans le compartiment basolatéral. Les 

inserts ont été incubés à 37 °C, et des échantillons ont été prélevés à 0, 15, 30, 60 et 

80 minutes, puis déposés dans une microplaque noire pour la mesure de fluorescence 

(λex : 485 nm, λem : 530 nm). Une gamme standard de Lucifer Yellow allant de 0 à 12,5 µM 

a été réalisée en parallèle. La perméabilité apparente (Papp) a été calculée à l’aide de la 

formule suivante : 

P𝑎𝑝𝑝 (𝑐𝑚.𝑠 −1) = 𝑑𝑄/𝑑𝑡 × 1/(𝐴 × 𝐶0) 

𝑑𝑄/𝑑𝑡 est le taux de passage (pente de la régression linéaire de la concentration de Lucifer 

Yellow en fonction du temps dans le compartiment basolatéral), A est la surface de 

l’insert (0,9 cm2), C0 est la concentration initiale de Lucifer Yellow (100 µM). Un insert est 

considéré comme intègre si sa perméabilité apparente est inférieure à 10-6  cm.s-1, d’après 

Tenenbaum et al., (2024). 

2.2.2.4. Évaluation de la confluence et de la présence éventuelle de multicouches 
cellulaires  

Pour évaluer la confluence et la présence éventuelle de multicouches cellulaires, la 

coloration au 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (Fluoroshield with DAPI, Sigma 

Aldrich, Saint-Louis, États-Unis) a été utilisée. Le DAPI est un fluorochrome qui se fixe à 

l’ADN double brin et permet de visualiser le noyau des cellules, facilitant ainsi 

l’identification de multicouches lorsque les noyaux ne sont pas situés sur un même plan. 

Pour cette manipulation, des inserts spécifiques ont été préparés. Après avoir éliminé les 

milieux apical et basolatéral, l’insert a été rincé avec du PBS froid, puis découpé. Une 

goutte de colorant DAPI a été déposée sur une lame, suivi du dépôt de l’insert (cellules 

orientées vers le haut) sur la goutte. Une lamelle a ensuite été placée sur l’insert pour 

l’observation au microscope à fluorescence (Dussert, 2020).  
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2.3. Caractérisation biochimique des échantillons par 
chromatographie et spectrométrie de masse 

2.3.1. Caractérisation des polyphénols par HPLC  

L'analyse des polyphénols présents dans les surnageants de fermentation a été réalisée 

par chromatographie liquide haute performance (HPLC) à l'aide d'un système HPLC 

Prominence (Shimadzu, Duisburg, Allemagne). Ce système est équipé d'une pompe 

quaternaire (LC-20AD), d'une colonne Kinetex PFP (100 × 4,6 mm, 2,6 µm, Phenomenex,  

Macclesfield, Royaume-Uni) et d'un détecteur à barrette de diodes (PDA) UV-visible (SPD-

20A). Pour chaque analyse, 10 µL de surnageant de fermentation ont été injectés dans le 

système HPLC. La phase mobile était composée d’un gradient d'eau (solvant A) et 

d'acétonitrile (solvant B), avec 0,1 % d'acide orthophosphorique . Un débit de 1,1 mL.min-

1 et à une température de 45 °C ont été maintenus. Le gradient de solvant B a augmenté 

de 5 à 20 % en 6 minutes, puis a été maintenu pendant 1 minute. Il a de nouveau été 

augmenté à 25 % après 8 minutes. Par la suite, il a atteint 70 % à 12 minutes et a été 

maintenu pendant 1 minute. Ensuite, il est redescendu à 5 % à 14 minutes pour 

finalement être maintenu durant 7 minutes. Afin d’identifier les composés phénoliques 

des différents coproduits fermentés et non fermentés, les standards suivants ont été 

utilisés : l’acide 3,4-dicaféoylquinique, l’acide 3,5-dicaféoylquinique, l’acide caféique, 

l’acide chicorique, l’acide chlorogénique, l’acide néochlorogénique, l’acide caftarique et 

l’acide 4-O-caféoylquinique. Des gammes de concentrations comprises entre 2 et 

50 µg·mL-1 ont été établies pour l’ensemble des acides phénoliques, à l’exception des 

acides chicorique et caftarique, pour lesquels les gammes étaient comprises entre 10 et 

200 µg·mL-1. 

2.3.2. Caractérisation des échantillons par approche métabolomique 

Les surnageants de culture, produits à la fois en erlenmeyer et en bioréacteur, ainsi que 

les échantillons obtenus après DGIS et passage de la barrière intestinale, ont été 

caractérisés par spectrométrie de masse. Pour ce faire, les échantillons ont été dilués au 

¼ et 5 µL ont été injectés dans une colonne Kinetex® F5 Core-Shell (1,7 µm, 100 x 2,1 mm, 

100 Å) connectée à un système chromatographique UHPLC Dionex Ultimate 3000 

https://www.google.com/maps/place/data=!4m2!3m1!1s0x487a4941f42d3ad9:0x23698d0ec2f06d3?sa=X&ved=1t:8290&ictx=111
https://www.google.com/maps/place/data=!4m2!3m1!1s0x487a4941f42d3ad9:0x23698d0ec2f06d3?sa=X&ved=1t:8290&ictx=111
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(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, États-Unis). Le système était couplé à un 

détecteur à barrette de diodes et à un détecteur de masse (ESI-Q-TOF-MS Impact II, 

Bruker Daltonics, Champs-sur-Marne, France). Les analyses ont été effectuées en mode 

d’ionisation positif et négatif. La phase mobile utilisée pour l’analyse était constituée d’un 

gradient d'eau acidifiée (0,1 % d'acide formique) (solvant A) et de MeOH acidifié (0,1 % 

d'acide formique) (solvant B) avec un débit constant de 0,4 mL.min-1. Le gradient de 

solvant B était de 20 % les deux premières minutes, puis il a atteint 80 % après 15 minutes 

et a été maintenu durant 3 minutes. Par la suite, le solvant B a atteint 100 % à 23 minutes 

et a été maintenu pendant 2 minutes. Enfin, le solvant B a diminué pour atteindre 20 % 

après 27 minutes, et ce pour les 3 dernières minutes. L’exploitation des données a été 

réalisée à l’aide des logiciels MetaboScape et DataAnalysis.  

Le logiciel MetaboScape est un outil complet de traitement des données de 

spectrométrie de masse, développé par la société Bruker. Ce logiciel permet la création 

de buket tables représentant toutes les masses mono-isotopiques présentes dans 

l’échantillon à partir des données brutes, en s’appuyant sur plus de 50 paramètres 

optimisés pour la recherche de molécules de petites masses molaires. Une fois cette 

étape réalisée, une interrogation de bases de données spectrales (MassBank, GNPS, 

BERKELEY-LAB, Plant Metabolites, Mona in silico et expérimental, Pharmaceuticals, 

NPASS, Antibase et Norine) ou de masses moléculaires est effectuée. En cas d’absence 

de correspondance dans ces bases de données, le logiciel permet aussi d’attribuer une 

formule brute à chaque masse mono isotopique en se basant sur l’empreinte spectrale 

et le calcul strict de la masse mono isotopique. Le logiciel DataAnalysis (Bruker) permet, 

par la suite, d’extraire les profiles UV, les chromatogrammes du pic de base, ainsi que les 

spectres MS/MS, afin de vérifier que la structure des molécules correspondantes dans 

les bases de données est bien en accord avec le spectre de fragmentation. 

2.4. Analyses en composantes principales et factorielle multiple 

Une analyse en composantes principales (ACP) ainsi qu’une analyse factorielle multiple 

(AFM) ont été réalisées afin de déterminer les co-produits et les souches de Lactobacillus 

à conserver pour le projet. Afin de cribler les co-produis de chicorée et d’endive, les 

paramètres suivants ont été pris en compte : l’évaluation de la croissance par 
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acidification, l’évaluation de la croissance par dénombrement, l’activité hépato-

protectrice évaluée sur les cellules HepG2, l’activité antioxydante mesurée par la 

méthode DPPH, et le contenu en acides phénoliques obtenus par HPLC. Pour l’ACP 

permettant de cribler des souches de Lactobacillus, les paramètres pris en compte sont 

les suivants : l’évaluation de la croissance par acidification, l’évaluation de la croissance 

par dénombrement, l’activité antioxydante évaluée sur les cellules HepG2 et Caco-2, 

l’activité hépato-protectrice mesurée sur les cellules HepG2, ainsi que le contenu en 

acides phénoliques obtenus par HPLC. Les ACP et  AFM ont été réalisées à l’aide du 

logiciel R (R core team, 2016, Vienne, Autriche), en utilisant le package R Commander 

(Fox, 2005) et son plug-in FactoMineR (Lê et al., 2008). 

2.5. Statistiques 

Au moins trois réplicats biologiques ont été réalisés pour l’ensemble des fermentations. 

Concernant les activités antioxydantes, deux réplicats biologiques et trois réplicats 

techniques ont été réalisés pour chaque réplicat biologique de fermentation. Pour 

l’activité anti-inflammatoire, deux réplicats biologiques ont été effectués. En ce qui 

concerne les digestions, trois réplicats biologiques ont été effectués. Les passages de 

barrière ont été réalisés avec trois réplicats biologiques, chacun étant analysé à l’aide de 

trois réplicats techniques. Ces réplicats biologiques provenaient des fermentations 

menées en bioréacteurs. Les trois réplicats techniques issus des compartiments 

basolatéraux ont ensuite été regroupés pour les analyses biologiques et 

métabolomiques. Concernant les études métabolomiques, trois réplicats biologiques et 

trois réplicats techniques ont été effectués pour chaque réplicat biologique de 

fermentation, de digestion et des compartiments basolatéraux des cocultures Caco-

2/HT29-MTX. 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 9.0.2. Les 

résultats sont présentés sous forme de moyennes ± écarts-types. Un test de normalité a 

d’abord été effectué afin d’évaluer la distribution des données. Si les données suivaient 

une distribution normale, alors un test d’ANOVA à un facteur (One-way ANOVA) a été 

réalisé, suivi d’un test post-hoc de Tukey ou de Dunnett, selon les comparaisons à 

effectuer. En revanche, si les données ne suivaient pas une distribution normale,  



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

103 
Thèse confidentielle 

le test non paramétrique de Kruskal-Wallis a été appliqué, suivi d’un test de Dunn pour 

les comparaisons multiples. Tous les tests statistiques ont été réalisés avec un seuil de 

significativité fixé à p < 0,05. 
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1. Isolement du biote de l’endive 

L’isolement des souches à partir des co-produits d’endive a permis d’obtenir un total de 

36 souches. Ces dernières ont d’abord été isolées par observation macroscopique, et 

leur identification a été réalisée par profilage via la spectrométrie de masse de type 

MALDI-TOF-MS. Par la suite, une deuxième identification des bactéries lactiques a été 

effectuée à l'aide du séquençage du gène codant pour l'ARN 16S, ce dernier a été effectué 

par la société GenoScreen. Grâce à ces analyses, le genre et l'espèce de 16 souches ont 

été identifiés de manière fiable, tandis que seul le genre a pu être déterminé de façon 

certaine pour 10 souches supplémentaires. Pour les 10 espèces fongiques cultivées sur 

milieu PDA, l'identification n'a pas encore été réalisée. 

Les feuilles d’endives sont les produits ayant permis d’isoler le plus petit nombre de 

souches, avec un total de sept (Table 7, EN1 à EN7), dont quatre provenant du biote 

externe et trois du biote endophyte. Cinq souches ont été isolées sur le milieu GN et deux 

sur le milieu M17. L’identification des souches par profilage MALDI-TOF-MS, couplée à la 

comparaison bio-informatique des spectres de masse expérimentaux avec ceux de la 

base de données MBT, a conduit à identifier le genre et l’espèce de trois 

souches : Raoultella terrigena, Streptococcus mitis et Staphylococcus hominis, ainsi que 

le genre uniquement pour deux souches : Pantoea agglomerans et Micrococcus luteus.  
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Table 7 : Collection issue des co-produits d’endive (var. Darling et Baccara). 

 
En vert : identification certaine (genre + espèce), en orange : identification du genre mais pas de l’espèce. 
X : identification échouée ou non réalisée. 

 
À partir de la racine d’endive après forçage, 11 souches ont été isolées, dont 8 provenant 

du biote externe et 3 du biote endophyte (Table 7, RF1 à RF11). Six souches ont été 

isolées sur le milieu GN, 2 sur le milieu M17 et 3 sur le milieu PDA. Parmi les 11 souches, 

5 ont pu être définitivement identifiées comme : Lelliottia amnigena, Pectobacterium 

carotovorum, Citrobacter gillenii, Bacillus licheniformis et Pantoea agglomerans.  

Souche Source Milieu Identification Origine 
EN1 Biote externe GN Raoultella terrigena 

Feuilles 
d’endive 

EN2 Biote externe GN Streptococcus mitis 
EN3 Biote externe GN Pantoea agglomerans 
EN4 Biote endophyte GN X 
EN5 Biote endophyte GN Staphylococcus hominis 
EN6 Biote externe M17 Micrococcus luteus 
EN7 Biote endophyte M17 X 
RF1 Biote externe GN Lelliottia amnigena 

Racine 
 d’endive  

après 
forçage 

RF2 Biote externe GN Pseudomonas sp. 
RF3 Biote externe GN Pectobacterium carotovorum 
RF4 Biote endophyte GN Bacillus mycoides/cereus 
RF5 Biote endophyte GN Priesta megaterium 
RF6 Biote externe M17 Citrobacter gillenii 
RF7 Biote endophyte M17 Bacillus licheniformis 
RF8 Biote externe GN Pantoea agglomerans 
RF9 Biote externe PDA X 
RF10 Biote externe PDA X 
RF11 Biote externe PDA X 
RC1 Biote externe GN Bacillus cereus/mycoides 

Racine  
d’endive  

en champs 

RC2 Biote externe GN Bacillus mycoides 
RC3 Biote externe GN Rahnella aquatilis 
RC4 Biote externe GN Pseudomonas koreensis 
RC5 Biote endophyte GN X 
RC6 Biote endophyte M17 Citrobacter sp. 
RC7 Biote endophyte M17 Bacillus licheniformis/sonorensis 
RC8 Biote externe GN Pantoea agglomerans 
RC9 Biote externe GN Pseudomonas sp. 
RC10 Biote externe PDA X 
RC11 Biote externe PDA X 
RC12 Biote endophyte PDA X 
RC13 Biote endophyte M17 Leclercia adecarboxylata  
RC14 Macération MRS Weissella cibaria 
RC15 Macération MRS Limosilactobacillus reuteri 
RC16 Macération MRS Limosilactobacillus reuteri 
RC17 Macération MRS X 
RC18 Macération MRS Limosilactobacillus reuteri 
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Le plus grand nombre de souches a été retrouvé sur la racine d’endive en champs, avec 

un total de 18 souches (Table 7, RC1 à RC18) : 8 proviennent du biote externe, 5 du biote 

endophyte et 5 de la macération en milieu MRS. De plus, 7 souches ont été isolées sur le 

milieu GN, 3 sur le milieu M17, 5 sur le milieu MRS et 3 sur le milieu PDA. Parmi les 

18 souches, l’identification par profilage MALDI-TOF-MS a conduit à identifier de manière 

hautement probable, 8 souches :  Rahnella aquatilis, Pseudomonas koreensis, Pantoea 

agglomerans, Leclercia adecarboxylata, Weissella cibaria, et 3 souches de 

Limosilactobacillus reuteri.  

L’objectif qui était d’obtenir des Lactobacilles a été atteint. En effet, parmi les 8 souches 

de bactéries lactiques obtenues, 3 ont été identifiées comme étant des Lactobacilles et 

plus précisément des Limosilactobacillus reuteri. 

2. Criblage des co-produits de chicorée et d’endive 
par fermentation des souches de Lactobacillus 

Afin de réaliser ce criblage, 9 souches ont été sélectionnées, dont 6 de L. plantarum (31c, 

35a, 37a, 46a, 47b et 55a) provenant de la collection de VF Bioscience. Cette espèce a 

été choisie après des recherches bibliographiques ainsi que des travaux préliminaires à 

la thèse, qui ont montré leur capacité à fermenter les co-produits de chicorée et d’endive 

et à produire des composés ayant des activités antioxydantes. Les 3 souches de L. reuteri 

(RC15, RC16 et RC18) isolées à partir de la macération des racines en champs en MRS 

ont également été criblées.  

2.1. Évaluation de la croissance des souches sélectionnées sur les  
co-produits de chicorée et d’endives 

2.1.1. Évaluation de la croissance par acidification 

Toutes les fermentations réalisées en Deepwell ont été inoculées à une DO600 nm de 0,3. 

Après 72 h à 37 °C, la croissance a été évaluée. L’une des méthodes potentiellement 

utilisables est la mesure de pH, car les souches produisent de l’acide lactique au cours 

de la fermentation. Les niveaux d'acidification ont été comparés aux macérations 
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contrôles, ne contenant pas de souche. Les résultats de ces fermentations ont montré 

(Figure 24) que les souches L. plantarum et L. reuteri ont réussi à croître pour l’ensemble 

des fermentations. Parmi les co-produits (Table 5), le milieu ECBU a conduit à la plus 

forte acidification, avec un ΔpH approchant -2 par rapport aux macérations contrôles.  

À l'inverse, les fermentations en milieu EEBU ont entraîné la plus faible acidification, avec 

un ΔpH de -0,5 par rapport au témoin.  

 

 

Figure 24 : Diminution du pH au cours des fermentations. 

A : milieu de fermentation contenant les épluchures d’endives broyées au blender et à l’ULTRA-TURRAX®, 
B : milieu de fermentation contenant les épluchures de Carmines® broyées au blender et à l’ULTRA-
TURRAX®, C : milieu de fermentation contenant le marc de chicorée broyé au blender et à l’ULTRA-TURRAX®, 
D : milieu de fermentation contenant les fines de cossettes non torréfiées broyées au blender et à l’ULTRA-
TURRAX®. En vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. Les fermentations ont été réalisées en Deepwell 
pendant 24 h, à 37 °C avec l’ensemble des souches sélectionnées inoculées à 0,3 de DO600 nm. Les valeurs 
sont les moyennes ± écarts-types (N=2, n=3).  
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2.1.2. Évaluation de la croissance par dénombrement 

Le dénombrement est une autre méthode permettant de déterminer la croissance des 

souches. Les différents milieux n’étant pas limpides, dus à la présence des co-produits 

broyés, il n’a pas été possible de mesurer la densité optique de manière certaine. Le 

dénombrement, qui est une méthode fiable, a donc été utilisé. La croissance la plus 

importante a été observée pour le milieu contenant les épluchures d’endives (Figure 25).  

 

Figure 25 : Croissance des souches de lactobacillus dans les différents milieux de fermentation. 

A : milieu de fermentation contenant les épluchures d’endives broyées au blender et à  
l’ULTRA-TURRAX®, B : milieu de fermentation contenant les épluchures de Carmines® broyées au blender 
et à l’ULTRA-TURRAX®, C : milieu de fermentation contenant le marc de chicorée broyé au blender et à 
l’ULTRA-TURRAX®, D : milieu de fermentation contenant les fines de cossettes non torréfiées broyées au 
blender et à l’ULTRA-TURRAX®. En vert : les L. plantarum, en bleu : les L. reuteri. Les fermentations ont été 
réalisées en Deepwell pendant 72 h, à 37 °C avec l’ensemble des souches sélectionnées, inoculées à 0,3 
de DO600 nm. Les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=2, n=3).  
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En effet, 3 souches, 31c, 46a et RC15, atteignent une concentration de 1.109 UFC.mL-1 

après 72 h de fermentation. Le milieu contenant le marc de chicorée a également permis 

une bonne croissance, notamment pour la souche 46a qui atteignait 1.108 UFC.mL-1 

après 72 h de fermentation. En revanche, les milieux présentant les plus faibles 

croissances étaient les milieux contenant les épluchures de Carmines® et celui 

contenant les fines de cossettes non torréfiées. Les souches présentant les croissances 

les plus importantes sont 31c, 46a et RC18, et ce dans la plupart des milieux. En 

revanche, les souches présentant la plus faible croissance sont 47b et RC16.  

Les valeurs de dénombrement fournissent des informations différentes de celles 

obtenues par mesure de l’acidification du milieu. De plus, les différences de croissance 

entre les souches sont plus importantes lorsqu’elles sont mesurées par dénombrement 

que par l’acidification du milieu. Contrairement aux mesures de pH qui permettent de 

déterminer la production d’acide par les souches, les dénombrements déterminent de 

façon exacte le nombre d’unités formant des colonies présentes dans le milieu à un 

temps donné. Il est donc préférable d’utiliser cette mesure pour déterminer la croissance 

des souches. Ainsi, le milieu EEBU est celui dans lequel les souches se sont le mieux 

développées.  

2.2. Évaluation de l’activité antioxydante par la méthode DPPH des 
différents substrats fermentés 

L’activité antioxydante déterminée par la méthode de DPPH, est exprimée en µM 

équivalent Trolox (TEAC). Le Trolox, une molécule antioxydante, a été utilisée comme 

contrôle positif. Les résultats des fermentations de 72 h en Deepwell des quatre  

co-produits de chicorée et d’endive sont présentés en Figure 26.  
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Figure 26  : Activité antioxydante des surnageants de fermentation en µM d’équivalent Trolox. 

A : surnageants de fermentation des épluchures d’endives, B : surnageants de fermentation des épluchures 
de Carmines®, C : surnageants de fermentation du marc de chicorée, D : surnageants de fermentation des 
fines de cossettes non torréfiées. TEAC : activité antioxydante en équivalent Trolox de l’anglais Trolox 
Equivalent Antioxidant Capacity. MC : macérations contrôles, en vert : L. plantarum,  
en bleu : L. reuteri, en gris : macérations contrôles. Les surnageants des fermentations réalisées pendant 
72 h, à 37 °C en Deepwell, ensemencées à 0,3 de DO600 nm. Statistiques : Les valeurs sont les moyennes ± 
écarts-types (N=6, n=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn ont été effectués en comparant 
les valeurs obtenues aux macérations contrôles, p * <0,05, p ** <0,01, p *** <0,001. 

À l'exception des fermentations réalisées en milieu CNTBU, tous les sous-produits ont 

présenté des valeurs supérieures à 600 µM TEAC. La valeur obtenue pour les surnageants 

de macérations contrôles en milieu MCBU était de 681 µM TEAC. Cependant, la 

fermentation n’a pas significativement augmenté leur activité antioxydante. En revanche, 

le milieu ECBU a montré la plus forte activité parmi les sous-produits, avec une valeur de 

946 µM TEAC avant fermentation. Seules trois souches, 37a, 55a et RC16, ont pu 

augmenter significativement la capacité antioxydante après fermentation. La condition 

avec la valeur la plus élevée (1398 µM TEAC) a été atteinte avec la souche 37a.  
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De plus, la souche 31c était la seule capable d'améliorer significativement l'activité 

antioxydante des fermentations réalisées avec le milieu EEBU. 

2.3. Évaluation de l’activité hépato-protectrice des différents substrats 
fermentés 

Afin d’évaluer l’activité hépato-protectrice des surnageants de fermentation des 

différents substrats, un test spécifique a été développé. Ce test repose sur l’induction 

d’un stress oxydatif dans les cellules hépatiques HepG2 à l’aide d’une solution d’éthanol. 

L’objectif était de déterminer si les surnageants de fermentation pouvaient atténuer les 

effets néfastes du stress oxydatif induit par l’éthanol, ce qui présagerait d’un potentiel 

effet hépato-protecteur.  

2.3.1. Mises au point du test hépato-protecteur 

Pour mettre au point ce test, des gammes de concentrations d’éthanol, de vitamine C et 

de Trolox ont été testées. Les résultats ont montré que, ni le Trolox, ni la vitamine C, 

n’affectaient la viabilité cellulaire aux concentrations testées (Figure 27).  
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Figure 27 : Impact du Trolox, de la vitamine C et de l’éthanol sur la viabilité des cellules HepG2. 

A : viabilité des cellules HepG2 en fonction de la concentration en Trolox (25 à 300 µM), B : viabilité des 
cellules HepG2 en fonction de la concentration en vitamine C (0,05 à 10 µM), C : viabilité cellules HepG2 
en fonction de la concentration en éthanol (1 à 5 mM). L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des 
cellules à des passages compris entre P19 et P23. Statistiques : Les valeurs sont les moyennes ± écarts-
types (N=2, n=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn ont été effectués en comparant les 
valeurs obtenues aux contrôles correspondants à 100 % de viabilité, p * <0,05, p ** <0,01, p *** <0,001. 
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En revanche, plus la concentration en éthanol est élevée, plus la viabilité cellulaire est 

faible. Cependant, jusqu’à une concentration de 1,25 mM, la viabilité cellulaire est de 

100 %, mais à partir de 1,9 mM, la viabilité cellulaire diminue de manière significative à 

20 %. 

Une deuxième phase de la mise au point a consisté à déterminer l’effet protecteur du 

Trolox en fonction du moment de son ajout (avant, pendant ou après l’éthanol à 1,8 mM). 

Les résultats sont présentés dans la Figure 28. 
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Figure 28 : Comparaison de l’effet du Trolox sur la viabilité des cellules HepG2 en fonction du moment 
de son ajout. 

A : Trolox ajouté avant l’éthanol à 1,8 mM. B : Trolox ajouté en même temps que l’éthanol à 1,8 mM. 
C : Trolox ajouté après l’éthanol à 1,8 mM. L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des 
passages compris entre P29 et P31. Des concentrations de Trolox allant de 10 à 200 µM ont été testées.  
Les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (n=3).  

 

Le Trolox ne permet pas de maintenir la viabilité cellulaire lorsqu’il est ajouté avant ou 

après l’exposition à l’éthanol. Lorsqu’il est ajouté avant, la viabilité cellulaire est assez 

faible et diminue lorsque le Trolox est ajouté à une concentration de 70 µM. Après 

l’exposition à l’éthanol, la viabilité cellulaire maximale diminue quand la concentration 

en Trolox est comprise entre 40 et 100 µM. En revanche, lorsque le Trolox et l’éthanol sont 

mis au contact des cellules de manière concomitante, la viabilité cellulaire varie de 68 à 

97 %. Par conséquent, pour tester l’effet hépato-protecteur des différents surnageants 

de fermentation, ces derniers seront mis au contact des cellules HepG2 en même temps 

que l’éthanol.  

Des combinaisons d’éthanol et de vitamine C ou de Trolox ont ensuite été testées.  

Suite à cela, le Trolox a été sélectionné pour les expérimentations ultérieures, les 
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résultats obtenus avec la vitamine C n’étant pas concluants (résultats non présentés). Le 

Trolox a ainsi été testé à différentes concentrations en combinaison avec trois 

concentrations d’éthanol (1,8 ; 1,9 et 2 mM) (Figure 29).  
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Figure 29 : Effet du Trolox à différentes concentrations en présence d’éthanol sur la viabilité des 
cellules HepG2. 

A : effet du Trolox en présence de 1,8 mM d’éthanol. B : effet du Trolox en présence de 1,9 mM d’éthanol. 
C : effet du Trolox en présence de 2 mM d’éthanol. Des gammes de Trolox allant de 25 à 300 µM ont été 
mises au contact des HepG2 avec différentes concentrations d’éthanol, 1,8 ; 1,9 et 2 mM, dans le but de 
déterminer la valeur de Trolox capable de maintenir la viabilité cellulaire. L’ensemble de ces tests ont été 
réalisés sur des cellules à des passages compris entre P19 et P23. Les valeurs sont les moyennes ± écarts-
types (N=2, n=3). Statistiques : un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn ont été effectués en 
comparant les valeurs obtenues aux contrôles correspondants à 100 % de viabilité, * p <0,05,  
** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001. 

Les résultats montrent qu’à une concentration d’éthanol de 1,8 mM, le Trolox ajouté a des 

concentrations de 100 et 200 µM permet de maintenir une viabilité cellulaire d’environ 

80 %. Cependant, une forte variabilité entre les plaques et les passages cellulaires a été 

observée. Pour une concentration de 2 mM d’éthanol, la présence du Trolox ne permet 

pas d’augmenter significativement la viabilité cellulaire lorsque l’éthanol est en contact 

avec les cellules. Pour une concentration d’éthanol de 1,9 mM, la variabilité est moindre, 

et le Trolox permet de maintenir une viabilité cellulaire comprise entre 15 à 40 % selon la 

concentration testée. En conclusion, la concentration d’éthanol retenue pour mesurer 

l’effet hépato-protecteur des surnageants de fermentation est de 1,9 mM, et  

la concentration de Trolox a été fixée à 200 µM. 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

117 
Thèse confidentielle 

2.3.2. Activité hépato-protectrice des surnageants de fermentation des différents 
substrats 

L’activité hépato-protectrice a été évaluée sur les cellules HepG2 exposées à la fois aux 

surnageants de fermentation et à de l’éthanol, dans le but de déterminer si ces 

surnageants peuvent atténuer le stress oxydatif induit par l’éthanol (Figure 30). Pour ce 

test, les surnageants ont été mis au contact des HepG2 à des concentrations non 

cytotoxiques.  
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Figure 30 : Activité hépato-protectrice des surnageants de fermentation sur les cellules HepG2 
exposées à une concentration de 1,95 mM d’éthanol. 

A : surnageants de fermentation des épluchures d’endives, B : surnageants de fermentation des épluchures 
de Carmines®, C : surnageants de fermentation du marc de chicorée, D : surnageants de fermentation des 
fines de cossettes non torréfiées. En rouge : éthanol à 1,95 mM, en orange : Trolox à 200 µM, en 
vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri, en gris : surnageants de macérations contrôles. Les valeurs 
correspondent aux fermentations réalisées durant 72 h à 37 °C en Deepwell. Les souches ont été inoculées 
à une DO600 nm de 0,3. Les surnageants de fermentation ont été dilués au quart dans les puits. L’ensemble 
de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des passages compris entre P23 et P27. Statistiques : Les 
valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=2, n=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc de 
Dunn, comparant les échantillons à la condition éthanol ont été utilisés, * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, 
**** p<0,0001. 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

118 
Thèse confidentielle 

 

Pour l’ensemble des tests, l’éthanol a induit un stress oxydatif important, entraînant une 

viabilité cellulaire inférieure à 50 %. Parmi les différents co-produits testés, seuls les 

surnageants de fermentation des épluchures d’endives ont permis de restaurer une 

viabilité cellulaire significativement supérieure à celle observée avec l’éthanol seul.  

En effet, en présence d’éthanol seul, la viabilité cellulaire a été réduite à 27 %, tandis 

qu’en présence des surnageants de fermentation issus des épluchures d’endives, la 

viabilité cellulaire a augmenté, pour atteindre des valeurs comprises entre 51 et 74 %. 

Concernant les autres co-produits testés, à savoir les épluchures de Carmines®, le marc 

de chicorée et les fines de cossettes non torréfiées, les surnageants de fermentation 

n’ont pas montré d’effet protecteur, la viabilité cellulaire restant inférieure à celles des 

cellules exposées à l’éthanol seul. Une exception concerne les surnageants de 

fermentation des fines de cossettes non torréfiées et fermentées par les souches de 

L. reuteri, qui ont permis d’atteindre des viabilités dont les valeurs étaient comprises 

entre 30 et 35 % en présence d’éthanol. Ces résultats montrent que seuls les surnageants 

de fermentation des épluchures d’endives exerceraient un potentiel effet hépato-

protecteur en atténuant le stress oxydatif induit par l’éthanol.  

2.4. Caractérisation des polyphénols par analyse HPLC-PDA des 
surnageants de fermentation des différents substrats 

Les surnageants des quatre co-produits ont été caractérisés par HPLC afin de comparer, 

de manière relative, la teneur en polyphénols par rapport aux surnageants de 

macérations contrôles. Des exemples de profils sont présentés en Figure 31.  
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Figure 31 : Profils phénoliques des co-produits d'endive et de chicorée obtenus par HPLC. 

A : profil phénolique des épluchures d’endives obtenu par HPLC. B : profil phénolique des fines de 
cossettes non torréfiées obtenu par HPLC. Les pics correspondants aux polyphénols identifiés sont 
indiqués sur la figure. 

 

Pour la majorité des fermentations, la plupart des polyphénols est restée stable au cours 

du protocole expérimental. Cependant, les acides hydroxycinnamiques dont la teneur a 

été affectée par la fermentation sont présentés en Figure 32. 
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Figure 32 : Caractérisation des polyphénols dans les surnageants de fermentation des co-produits 
d’endive et de chicorée. 

A : quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation des épluchures 
d’endives, obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell, B : quantité relative des composés 
identifiés dans les surnageants de fermentation des épluchures de Carmines®, obtenus à partir des 
fermentations réalisées en Deepwell, C : quantité relative des composés identifiés dans les surnageants 
de fermentation du marc de chicorée, obtenus à partir des fermentations  réalisées en Deepwell, 
D : quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation des fines de cossettes 
non torréfiées, obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell. Statistiques : les valeurs sont les 
moyennes des aires sous la courbe ± écarts-types (N=3). Les analyses statistiques ont été réalisées en 
utilisant soit un test de Kruskal-Wallis, soit une ANOVA à un facteur, suivis respectivement d’un test post-
hoc de Dunn ou de Dunnett pour les comparaisons avec les macérations contrôles. * p <0,05, ** p <0,01, 
*** p <0,001, **** p <0,0001. 
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Pour les fermentations en milieu EEBU (Figure 32A), toutes les souches ont entrainé une 

diminution des acides caféique et chicorique, avec une réduction significative de l’acide 

caféique. Concernant le milieu ECBU (Figure 32B), une diminution de la quantité de 

polyphénols a été observée pour 3 composés non identifiés (composés 8B, 9B et 13B), 

ainsi que pour l’acide 3,4-dicaféoylquinique, l’acide caféique et l’acide  

3,5-dicaféoylquinique. De plus, la diminution observée pour ce dernier acide est 

significative pour l’ensemble des souches. Concernant le composé 9B, une diminution 

notable a été observée lorsque le milieu ECBU a été fermenté par les souches de 

L. reuteri. Pour le milieu MCBU (Figure 32C), seule la teneur en composé 5C a diminué 

après fermentation. Enfin, avec le milieu CNTBU (Figure 32D), seul l’acide caféique a 

montré une réduction de sa concentration relative, et cela pour la majorité des souches. 

2.5. Analyse factorielle multiple pour le criblage des co-produits 
d’endive et de chicorée 

Dans le but de sélectionner le co-produit à utiliser pour la suite du projet, une AFM a été 

réalisée. Cette analyse s’est basée sur les paramètres suivants : la croissance 

bactérienne (ΔpH et dénombrement), les activités antioxydantes et hépato-protectrices, 

et la teneur en polyphénols des surnageants de fermentation mesurée par HPLC (Figure 

33). 
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Figure 33 : Analyse factorielle multiple réalisée à partir de la croissance, la caractérisation et les 
bioactivités obtenues après fermentation des co-produits d’endive et de chicorée en Deepwell. 

A : AFM des fermentations des quatre co-produits de chicorée et d’endive fermentés en Deepwell pendant 
72 h à 37 °C avec un inoculum de départ à une DO600 nm de 0,3. B : résultats obtenus par fermentation 
des épluchures d’endives, C : résultats obtenus par fermentation des épluchures de Carmines®, 
D : résultats obtenus par fermentation du marc de chicorée, E : résultats obtenus par fermentations des 
fines de cossettes torréfiées, pH : acidification des fermentations par rapport aux macérations contrôles, 
D : évaluation de la croissance par dénombrement, A : activité antioxydante par méthode DPPH, H : activité 
hépato-protectrice, P : contenu en acides phénoliques. Pour cette AFM, les paramètres qui ont été pris en 
compte correspondent à l’évaluation de la croissance par ΔpH et par dénombrement, l’activité 
antioxydante mesurée par la méthode DPPH, l’activité hépato-protectrice mesurée sur les cellules HepG2 
ainsi que le contenu relatif en acides phénoliques évalué par HPLC. 

 

Les dimensions 1 et 2 expliquent respectivement 35.13 et 20.35 % des données.  

Cette AFM permet donc d’avoir une vue globale sur la corrélation entre les différentes 

variables, mais ne prend pas en compte l’ensemble des données. Les corrélations 

positives sont illustrées par un angle aigu entre deux variables, tandis qu’une corrélation 

négative s’illustre par un angle obtus. L’AFM révèle que pour les fermentations réalisées 

avec les épluchures d’endives, les paramètres de croissance sont corrélés de façon 

positive à l’activité antioxydante mesurée par la méthode DPPH. L’acidification est 

également corrélée avec l’activité hépato-protectrice testée sur les cellules HepG2.  

Pour les fermentations réalisées en milieu ECBU, MCBU et CNTBU, les variables sont 

beaucoup plus dispersées et les corrélations positives très peu nombreuses. 
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Les fermentations des quatre co-produits de chicorée et d'endive, réalisées en Deepwell 

pendant 72 heures à 37 °C avec un inoculum initial de 0,3 à une DO à 600 nm, à l'aide des 

9 souches de Lactobacillus sélectionnées, ont permis de retenir les épluchures d'endive 

pour la suite du projet. 

3. Criblage des souches de Lactobacillus 

Une fois le co-produit sélectionné (épluchure d’endive), une nouvelle étape de sélection 

a été nécessaire afin de limiter le nombre de souches bactériennes à utiliser. Afin 

d’identifier les souches permettant d’obtenir les meilleures croissances et bioactivités, 

les épluchures d’endives à une concentration de 25 g.L-1, ont été fermentées par les six 

souches de L. plantarum (31c, 35a, 37a, 46a, 47b et 55a) de la collection de 

VF Bioscience, ainsi que les trois souches de L. reuteri (RC15, RC16 et RC18) provenant 

de l’isolement du biote de l’endive, avec un inoculum à une DO600 nm de départ de 1,5 

durant 24 h. 

3.1. Évaluation de la croissance des souches de Lactobacillus sur les 
épluchures d’endive 

Après 24 h de culture, les souches ont permis une diminution du pH du milieu de 

fermentation comprise entre -1,5 et -1,3 comparées aux macérations contrôles (sans 

souche) (Figure 34A). Concernant la croissance mesurée par dénombrement, les 

résultats sont plus dispersés. Après 24 h de fermentation, les souches se sont 

développées jusqu’à 3,4.107 UFC.mL-1 pour la 31c et jusqu’à 2,48.108 UFC.mL-1 pour la 

RC16 (Figure 34B). Les suivis de croissance par mesure de pH et dénombrement ne sont 

pas corrélés. La production d’acide lactique et autres composés acides durant la 

fermentation n’est donc pas directement reliée à la croissance des souches.  
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Figure 34 : Évaluation de la croissance des différentes souches inoculées à 5 X après 24 h de 
fermentation. 

A : acidification du milieu de fermentation par rapport aux macérations contrôles (sans souche), 
B : dénombrements des différentes fermentations sur gélose MRS. Les valeurs sont les moyennes  
± écarts-types (N=3). En vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. Les fermentations ont été réalisées en 
erlenmeyer à 37 °C en condition anaérobie. 

3.2. Activité antioxydante sur les cellules hépatiques et intestinales  

L’activité antioxydante des surnageants a également été mesurée sur les lignées 

cellulaires intestinale Caco-2 et hépatique HepG2, à 0 et 24 h à des concentrations 

n’affectant pas la viabilité cellulaire (Figure 35).  

  



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

125 
Thèse confidentielle 

 

Figure 35 : Activité antioxydante des surnageants de fermentation à 0 h et 24 h avec une concentration 
d’inoculum de départ de 5 X évaluée par la production d’ERO intracellulaire à l’aide de la DCFH2-DA. 

A : production d’ERO par les cellules hépatiques HepG2, B : production d’ERO par les cellules intestinales 
Caco-2. Les résultats sont exprimés en fonction de valeurs obtenues pour le contrôle, ramenés à 1.  
En gris : macérations contrôles, en vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. AAPH à 1 200 µM, Q : quercétine 
à 100 µM. Les surnageants ont été obtenus à partir des fermentations réalisées en erlenmeyer sur les 
épluchures d’endive et les souches ont été inoculées à 5 X. Ils ont été dilués au quart dans le puits. 
L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des passages compris entre P30 et P34 pour les 
cellules HepG2 et entre P37 et P40 pour les cellules Caco-2. Statistiques : les valeurs sont les moyennes ± 
écarts-types (N=2, n=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn ont été réalisés, les statistiques 
ont été effectuées en comparant chaque échantillon à la condition AAPH, p *** <0,001, p **** <0,0001. 

 

Ce test consiste à oxyder les cellules à l’aide d’AAPH afin d’évaluer la capacité des 

surnageants de fermentation à moduler cette production d’ERO. Pour cela, la DCFH2-DA 

est utilisée. Lors de cette expérience, la production d’ERO intracellulaire est 3,6 fois plus 

élevée dans les cellules Caco-2 oxydées par l’AAPH que dans les cellules non oxydées. 

Cette augmentation est de 4,6 pour les cellules HepG2. La quercétine, une molécule 

antioxydante utilisée comme contrôle positif, a efficacement réduit l'oxydation induite 

par l'AAPH en diminuant la production d’ERO. La plupart des surnageants non fermentés 

ont montré une activité antioxydante significative, comparable à celle de la quercétine 

utilisée à une concentration de 100 µM. Après 24 h de fermentation, l'activité 

antioxydante a été significativement améliorée par rapport à celle des macérations 

contrôles correspondantes. Globalement, les tendances observées sont les mêmes pour 

les deux lignées cellulaires. Les deux souches présentant les activités les plus 

importantes sur les deux lignées cellulaires, sont L. plantarum 31c et 46a. 
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3.3. Activité anti-inflammatoire sur les U937 différenciées en 
macrophages 

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée en exposant les surnageants de culture (à une 

concentration non cytotoxique) à des cellules U937 différenciées en macrophages, après 

une exposition de 4 h avec du LPS (Figure 36).  
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Figure 36 : Mesure de la réponse inflammatoire des cellules U937 en présence des surnageants de 
fermentation (24 h, 5 X) et de LPS. 

A : concentration en IL-10, B : concentration en IL-8, C : concentration en TNF-α. Les cytokines ont été 
dosées dans le milieu de culture après 4 h de mise en contact des cellules U937 avec les surnageants à 
l’aide de kits ELISA. En gris : macérations contrôles, en vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. Les valeurs 
sont les moyennes ± écarts-types (N=2, n=2). L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des cellules à 
des passages P13. Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi d’un 
test de Dunn. Les statistiques ont été effectuées en comparant chaque échantillon à la condition LPS. 
* p <0,05, ** p <0,01. 
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Les concentrations en cytokines ont ensuite été mesurées dans les surnageants 

cellulaires. Les résultats montrent que l’exposition au LPS a induit la sécrétion des trois 

cytokines mesurées avec des concentrations respectives de 750, 76 034 et  

16 285 pg.mL-1 pour l’IL-10, l’IL-8 et le TNF-α. La dexaméthasone, utilisée comme témoin 

positif, a permis de réduire les niveaux de toutes les cytokines, et ce, de façon significative 

pour le TNF-α. Concernant les échantillons testés, les surnageants des macérations 

contrôles à 0 et 24 h ont induit une réduction significative des sécrétions d’IL-10 et de 

TNF-α. Toutefois, pour l’IL-8, les macérations contrôles ont montré un effet similaire à 

celui de la dexaméthasone, avec des concentrations comprises entre 39 881 et 

52 326 pg.mL-1. Pour les trois cytokines testées, les surnageants de fermentation ont 

induit une réduction moins importante de leur concentration que celle observée avec les 

macérations contrôles. Cependant, ils ont entrainé une diminution plus prononcée que 

celle observée avec la dexaméthasone pour l’IL-10. Bien que les tendances soient 

différentes entre les trois cytokines, les souches 46a et RC16 ont engendré les niveaux de 

sécrétion les plus faibles, suggérant une activité anti-inflammatoire plus élevée par 

rapport aux autres souches. 
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3.4. Caractérisation des surnageants de fermentation des trois 
souches sélectionnées par approche métabolomique 

La caractérisation des surnageants de fermentation, obtenus avec les souches 31c, 46a 

et RC16, a été effectuée par LC/MS (Figure 37).  
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Figure 37 : Caractérisation des surnageants de fermentation en acide lactique, en acides 
hydroxycinnamiques et en N-Fructosyl pyroglutamate. 

L’intensité d’ionisation fait référence à la quantité d'ions produits par une source d'ionisation. Les 
surnageants des macérations contrôles et des fermentations proviennent des fermentations réalisées en 
erlenmeyer durant 24 h à 37 °C sous agitation, avec les trois souches sélectionnées et inoculées à 5 X. 
Statistiques : les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test 
de Dunn ont été réalisés, les statistiques ont été effectuées en comparant chaque fermentation aux 
macérations contrôles, p * <0,05. 

 

Cette analyse a montré que tous les surnageants de fermentation contenaient de l’acide 

lactique, alors que les surnageants des macérations contrôles n’en contenaient pas, 

confirmant ainsi la capacité des souches à métaboliser une partie du substrat présent 

dans le milieu contenant les épluchures d’endives. De plus, des acides 

hydroxycinnamiques caractéristiques de la chicorée ont été identifiés, notamment 

l’acide chicorique, l’acide chlorogénique, l’acide isochlorogénique et l’acide caftarique. 

Les contenus en acides caftarique, chicorique et isochlorogénique ne semblent pas être 

affectés par la fermentation réalisée avec les trois souches testées.  
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En revanche, la quantité d’acide chlorogénique a été augmentée par la fermentation, 

avec une intensité d’ionisation multipliée par un facteur de 2 à 2.6 par rapport à celles 

observées pour les macérations contrôles. Un autre composé,  

le N-fructosyl pyroglutamate, probablement issu de la réaction de Maillard, a également 

été détecté dans tous les surnageants, avec une abondance plus élevée après 

fermentation.  

3.5. Analyse en composantes principales des fermentations 
d’épluchures d’endives réalisées en erlenmeyer 

Afin de sélectionner les souches les plus pertinentes pour la suite du projet, une analyse 

en composantes principales (ACP) a été réalisée en tenant compte de la croissance 

mesurée par acidification et par dénombrement, de l’activité hépato-protectrice évaluée 

sur les cellules HepG2, des activité antioxydantes mesurées sur les cellules HepG2 et 

Caco-2 ainsi que du contenu en acides phénoliques mesuré par HPLC. L’addition des 

deux dimensions correspondant à la variance totale est de 78,41 %, il est donc possible 

de l’utiliser afin de cribler les souches de Lactobacillus (Figure 38). 

 

Figure 38 : Analyse en composantes principales réalisée à partir des données de croissance, de 
caractérisation et de bioactivités obtenues à partir des fermentations d’épluchures d’endives. 

A : analyse en composantes principales en fonction des variables de croissance et de bioactivités. 
B : analyse en composantes principales en fonction des souches de Lactobacillus. Dans cette ACP, les 
paramètres qui ont été pris en compte correspondent à l’évaluation de la croissance par ΔpH et par 
dénombrement, les activités antioxydantes évaluées sur les cellules HepG2 et Caco-2, l’activité hépato-
protectrice évaluée sur les cellules HepG2 ainsi que le contenu en acide phénolique déterminé par HPLC. 
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Les résultats présentés dans la Figure 38A ont permis de montrer que les croissances 

mesurées par acidification et dénombrement étaient corrélées positivement à l’activité 

hépato-protectrice par un angle aigu entre les vecteurs représentant les différentes 

variables. Au contraire, les croissances ainsi que l’activité hépato-protectrice sont 

corrélées de façon négative avec la production d’ERO par les cellules HepG2 et Caco-2. 

Cette production étant inversement proportionnelle à l’activité antioxydante, cela signifie 

que l’activité est corrélée positivement à la croissance et à l’activité hépato-protectrice. 

Cependant, les activités antioxydantes correspondant à l’inverse de la production d’ERO 

sont corrélées négativement au contenu phénolique. Comme attendu, les macérations 

contrôles sont isolées, car elles sont corrélées négativement avec la croissance et les 

activités. Les souches de L. plantarum 31c et 46a sont celles ayant montrées les 

croissances et les activités hépato-protectrices les plus élevées. Les souches de 

L. reuteri RC16 et RC18, provenant de l’isolement du biote de l’endive, ont engendré des 

teneurs moins élevées pour certains acides phénoliques, ainsi qu’une activité hépato-

protectrice moins importante, ce qui pourrait expliquer leur position au sein de l’ACP.  

Les résultats du screening des souches de Lactobacillus ont conduit à la sélection de 

trois souches pour la poursuite du projet. Les souches de L. plantarum 31c et 46a, ainsi 

que la souche de L. reuteri RC16 ont ainsi été retenues. Ce choix permet de conserver 

des souches représentatives de chaque espèce et une souche provenant du biote de 

l’endive.  

4. Optimisation des paramètres de fermentation 

Afin d’optimiser le processus de fermentation, différents paramètres ont été évalués. Tout 

d’abord, la concentration optimale en épluchures d’endives dans le milieu a été testée 

avec des concentrations de 15, 25 et 35 g.L-1. Ensuite, des durées de fermentation de 12, 

24, 36, 48 et 72 h, ainsi que des concentrations en inoculum bactérien de 1, 5, et 10 X 

(correspondant à des DO600 nm de 0,3 ; 1,5 et 3) ont été étudiées. Les souches de 

L. plantarum 31c et 46a et la souche de L. reuteri RC16 ont été utilisées pour tester les 

différentes durées de fermentation. Pour l’étude couplant la concentration d’inoculum 

au temps de fermentation, seule la souche de L. plantarum 31c a été utilisée.  
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4.1. Évaluation de la croissance 

Les variations de pH (ΔpH) observées lors des fermentations d’épluchures d’endives en 

fonction du temps (Figure 39A) étaient comprises entre -0,59 à -0,48 après 24 h de 

fermentation, entre -0,39 à -0,33 après 48 h, et enfin entre -0,28 à -0,25 après 72 h. Pour 

l’évaluation de la croissance (Figure 39B) par dénombrement, les résultats sont 

cohérents avec les mesures de pH. Les trois souches se sont développées jusqu’à 24 h 

de fermentation, avec un maximum de 6,2.109 UFC.mL-1 pour la souche 46a. Après 24 h, 

les trois souches étaient en phase de déclin jusqu’à 72 h. Les mesures de pH des 

fermentations en fonction de l’inoculum de départ (Figure 39C) ont montré que 

l’acidification était importante après 12 h de fermentation, car la diminution du pH par 

rapport aux macérations contrôles était de -1,47. Après 12 h, le pH a faiblement diminué 

(-1,49 à 24 h) avant de remonter très légèrement (-1,44 à 72 h). Il y a bien une cohérence 

entre la mesure de pH et le dénombrement, car le développement des souches  

(Figure 39D) a atteint son maximum après 12 h de culture avec 8,8.1010 UFC.mL-1 pour un 

inoculum de 10 X et 1,85.109 UFC.mL-1 pour l’inoculum de 5 X. À partir de 24 h, la 

croissance a décliné pour l’ensemble des conditions. 
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Figure 39 : Suivi de la croissance lors des fermentations d’épluchures d’endives en fonction du temps 
et de la concentration initiale en inoculum. 

A : acidification des surnageants de fermentation en fonction des macérations contrôles et du temps de 
fermentation. B : croissance par dénombrement en fonction du temps de fermentation. C : acidification 
des surnageants de fermentation en fonction des macérations contrôles et de la concentration en 
inoculum de départ. D : croissance par dénombrement en fonction de la concentration en inoculum de 
départ. Les graphiques A et B ont été réalisés à partir des fermentations d’épluchures d’endives par les trois 
souches sélectionnées (31c, 46a et RC16). Pour les graphiques C et D, les fermentations d’épluchures 
d’endives ont été effectuées avec la souche 31c. Les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=3). 

 

4.2. Évaluation de l’activité antioxydante sur les cellules hépatiques 
HepG2 

Afin de sélectionner les meilleurs paramètres de fermentation, l’activité antioxydante sur 

les cellules hépatiques a, dans un premier temps, été mesurée avec les surnageants de 

fermentations d’épluchures d’endive obtenus avec les souches 31c, 46a et RC16, dans le 

but de déterminer le temps optimal de fermentation (21, 48 ou 72 h). Dans un second 

temps, les fermentations effectuées avec la souche 31c ont servi à déterminer la 

meilleure concentration de l’inoculum de départ (1, 5 et 10 X). Les échantillons ont été 

mis au contact des cellules à des concentrations non cytotoxiques.  
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Les résultats montrent que l’AAPH a provoqué une oxydation des cellules, entraînant une 

production d’ERO par les cellules HepG2, significativement plus élevée que celle 

mesurée en présence du milieu HBSS seul. En revanche, la quercétine, utilisée comme 

témoin positif, a permis de réduire la production d’ERO induite par l’AAPH, ramenant 

cette production à un niveau similaire à celui mesuré dans les cellules non oxydées 

(Figure 40).  

 

Figure 40 : Activité antioxydante des surnageants de fermentation des souches 31c, 46a et RC16 sur 
les cellules HepG2 à différents temps de fermentation, et de concentrations d’inoculum de départ. 

A : production d’ERO par les cellules HepG2 en fonction du temps de fermentation des épluchures 
d’endives par les souches 31c, 46a et RC16 inoculées à 1 X, B : production d’ERO par les cellules HepG2 
en fonction de la concentration en inoculum de départ et du temps de fermentation des épluchures 
d’endives par la souche 31c. En gris : macérations contrôles, en vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. 
AAPH à 1 200 µM, Q : quercétine à 100 µM. Les surnageants de fermentation et les macérations contrôles 
ont été dilués au quart dans les puits de plaque. Les résultats sont exprimés en fonction de valeurs 
obtenues pour le contrôle, ramenés à 1. L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des 
passages compris entre P17 et P24. Statistiques : Les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=3, n=3). 
L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn pour comparer 
chaque échantillon à la condition AAPH, * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0,001. 

 

Concernant les macérations contrôles, leur activité antioxydante est comparable à celle 

de la quercétine, avec des niveaux de production d’ERO compris entre 1,1 et 1,64 par 

rapport à celui du contrôle HBSS. Le temps de culture n’a pas influencé l’activité 

antioxydante des surnageants de culture. En revanche, une augmentation de la 

concentration de départ en inoculum a entraîné une activité antioxydante 

significativement plus élevée après 24 h de culture. Cependant, la différence d’activité 
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entre les différents surnageants de culture obtenus avec des concentrations en inoculum 

de départ de 5 et 10 X reste minime.  

4.3. Évaluation de l’activité hépato-protectrice des surnageants de 
fermentation sur les cellules HepG2 

Afin d’évaluer l’activité hépato-protectrice des surnageants de culture, mis au contact 

des cellules à des concentrations non cytotoxiques, un stress oxydatif a été induit sur les 

cellules HepG2 à l’aide de l’éthanol comme précédemment mis au point. Comme 

attendu, l’éthanol a provoqué une réduction significative de la viabilité cellulaire de 

l’ordre de 80 % par rapport au contrôle ne contenant que du milieu de culture (Figure 41).  

 

Figure 41 : Activité hépato-protectrice des surnageants de fermentation en fonction de la 
concentration en inoculum de départ et du temps de fermentation sur les cellules HepG2. 

A : activité hépato-protectrice en fonction du temps de fermentation des épluchures d’endives par les 
souches 31c, 46a et RC16 inoculées à 1 X, B : activité hépato-protectrice en fonction de la concentration 
en inoculum de départ et du temps de fermentation des épluchures d’endives par la souche 31c. E : éthanol 
à 1,95 mM, T : Trolox à 100 µM, Q : quercétine à 100 µM. En gris : macérations contrôles, en 
vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. Les valeurs sont les moyennes ± écarts-types (N=6, n=3). L’ensemble 
de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des passages compris entre P15 et P35. L’analyse statistique 
a été réalisée à l’aide d’un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn pour comparer chaque échantillon 
à la condition éthanol. ** p <0,01, *** p <0,001, **** p<0,0001. 

 

Le Trolox et la quercétine, utilisés comme témoins, ont diminué le stress oxydatif induit 

par l’éthanol de façon significative. Bien que les écarts-types soient importants, 

l’ensemble des conditions testées (Figure 41A), a conduit à une amélioration significative 

de la viabilité cellulaire par rapport à la condition éthanol. Cependant, aucune différence 
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n’a été observée entre les différents temps de fermentation, malgré une tendance à 

l’amélioration après celle-ci. En revanche, la concentration en inoculum de départ n’a pas 

influencé significativement l’activité hépato-protectrice des surnageants.  

À la suite de ces optimisations, les paramètres de fermentation ont été sélectionnés. Une 

concentration de 25 g.L-1 en épluchures d’endives dans le milieu a été retenue, car 

aucune différence significative n’a été observée entre les différentes concentrations 

testées. Concernant le temps de fermentation, une durée de 24 h a été choisie, car elle a 

permis d’obtenir des activités antioxydante et hépato-protectrice significativement plus 

importantes. Enfin, un inoculum bactérien de départ de 5 X, correspondant à une DO600 nm 

de 1,5, a été sélectionné. Cette concentration s’est révélée plus efficace que celle de 1 X 

et aussi efficace que celle de 10 X, tout en étant plus simple à mettre en œuvre à la fois à 

petite et grande échelle. 

5. Évaluation de la croissance au cours des 
fermentations réalisées en bioréacteurs avec les 
paramètres précédemment sélectionnés 

Après avoir réalisé des fermentations en Deepwell, dans un volume de 5 mL, puis en 

erlenmeyer, dans un volume de 20 mL, une dernière montée en échelle a été réalisée avec 

des fermentations en bioréacteurs avec un volume final de 300 mL. Les fermentations 

d’épluchures d’endives concentrées à 25 g.L-1 ont été réalisées en bioréacteurs avec un 

inoculum initial de 5 X (1,5 de DO600 nm final) pendant 24 h. Les milieux sont maintenus à 

un pH de 5, par ajout de NaOH, à 37°C, en condition anaérobie et sous agitation à 

300 rpm. Il n’est donc pas possible d’évaluer la croissance des souches de Lactobacillus 

par mesure de pH mais uniquement par dénombrement à partir de prélèvements 

effectués à 0, 6, 19 et 24 h de fermentation (Figure 42). La souche 31c s’est développée 

jusque 6 h pour atteindre un maximum de 5,85.108 UFC.mL-1, ensuite elle a diminué 

jusqu’à 5,05.108 UFC.mL-1. La souche 46a, quant à elle, s’est développée jusque 19 h, 

pour ensuite décroitre jusque 24 h et atteindre 3,45.108 UFC.mL-1. Pour finir la souche 

RC16 a décru jusque 24h pour atteindre 2,95.108 UFC.mL-1. 
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Figure 42 : Croissances des souches de Lactobacillus durant la fermentation sur milieu EEBU en 
bioréacteur. 

En vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri, les fermentations d’épluchures d’endives par les souches 31c, 
46a et RC16 inoculées à 5 X, ont été réalisées dans un volume de 300 mL à 37°C durant 24 h, sous une 
agitation de 300 rpm et à un pH de 5. Les valeurs sont les moyennes ± écarts-type (N=3). 

 

6. Optimisation de la croissance des Lactobacillus 

6.1. Détermination des auxotrophies en acides aminés et en vitamines des 
souches de Lactobacillus sélectionnées 

L’ensemble des résultats précédemment présentés ont révélé une croissance assez 

faible et un déclin rapide de la population cellulaire (entre 12 et 24 h de fermentation) sur 

le milieu uniquement composé de feuilles d’endives. Afin d’améliorer la croissance des 

souches sélectionnées, les auxotrophies en acides aminés et en vitamines ont été 

évaluées pour les souches de L. plantarum 31c et 46a, ainsi que pour la souche de 

L. reuteri RC16. Le but était de supplémenter le milieu de fermentation, contenant 

uniquement des épluchures d’endives et du PBS, avec les acides aminés et les vitamines 

nécessaires à une meilleure croissance.  

Les résultats présentés dans la Table 8 ont montré que les trois souches de Lactobacillus 

ont été capables de croître sur le milieu MB complet.  
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Table 8  : Croissances des souches de Lactobacillus en absence d’un acide aminé ou d’une vitamine. 

Acide aminé 31c 46a RC16 Vitamine 31c 46a RC16 

Milieu MB contenant l’ensemble des acides aminés et des vitamines + + + 

Glycine (Gly) + + + Biotine (B8) + + + 

Serine (Ser) + + + Acide pantothénique (B5) + + - 

Thréonine (Thr) + + + Niacine (B3) + + + 

Asparagine (Asn) + + + Acide folique (B9) + + + 

Glutamine (Gln) + + + Cobalamine (B12) + + + 

Acide glutamique 

(Glu) 

+ + + Vitamine K + + + 

Acide aspartique 

(Asp) 

+ + + Acide nicotinique (B3) + + + 

Lysine (Lys) + + + Pyridoxine (B6) + + + 

Arginine (Arg) + + + Acide aminobenzoïque (B10) + + + 

Histidine (His) + + + Thiamine (B1) + + + 

Cystéine (Cys) + + + Riboflavine (B2) + + + 

Méthionine (Met) - - -     

Tryptophane (Trp) + + +     

Phénylalanine (Phe) + + +     

Tyrosine (Tyr) + + +     

Alanine (Ala) + + +     

Valine (Val) - - -     

Leucine (Leu) - + +     

Isoleucine (Ile) + + +     

Proline (Pro) + + +     

+ : croissance en absence de l’acide aminé ou de la vitamine soustraite, - : absence de croissance en 
absence de l’acide aminé ou de la vitamine soustraite.  

 

Cependant, des différences importantes ont été observées dans des milieux dépourvus 

de certains acides aminés et vitamines. Ainsi, la souche 31c ne s’est pas développée sur 

les milieux sans méthionine, sans valine ou sans leucine. La souche 46a n’a pas été 

capable de croître en absence de méthionine et de valine. Enfin, la souche RC16 ne s’est 

pas développée sans valine, sans méthionine et sans vitamine B5. Cette expérience a 

permis de mettre en évidence que les souches 31c, 46a et RC16 présentaient des 
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auxotrophies pour les acides aminés méthionine, valine et leucine, ainsi que pour la 

vitamine B5. Il apparait donc nécessaire de complémenter le milieu de culture EEBU en 

sources d’azote exogène, soit en ajoutant ces acides aminés et cette vitamine, soit en 

ajoutant de l’extrait de levure ou de la peptone.  

6.2. Suivi de croissance en milieu complémenté 

6.2.1. Complémentation du milieu MB en extrait de levure 

Afin d’optimiser la croissance des souches de Lactobacillus, une supplémentation en 

extrait de levure a été effectuée afin de pallier aux auxotrophies en acides aminés et en 

vitamines précédemment identifiées. De plus, l’impact du milieu de préculture a 

également été évalué. Lors de ce test, 5 conditions ont été testés : MB MB (préculture en 

MB, suivi de croissance en MB), MB MBE (préculture en MB, suivi de croissance en MB 

complémenté en extrait de levure à 2 g.L-1), MB MRS (préculture en MB, suivi de 

croissance en MRS), MRS MB (préculture en MRS, suivi de croissance en MB) et MRS MRS 

(préculture en MRS, suivi de croissance en MRS). L’ensemble de ces croissances ont été 

réalisées en erlenmeyers inoculés à une DO600 nm de 0,3 avec les souches 31c, 46a ou 

RC16. Ces croissances ont été suivies pendant 24 h, et incubées à 37 °C, en condition 

anaérobie et sous agitation. Les résultats montrent que les conditions MB MB et MRS MB 

n’ont pas permis aux trois souches de Lactobacillus de croître. Lorsque le milieu était 

supplémenté en extrait de levure, la croissance mesurée par DO600 nm a augmenté de 0,3 

à respectivement 3,7 ; 2,77 et 2,91 pour les souches 31c, 46a et RC16. Quand la culture 

a été réalisée en milieu MRS, qui est le milieu préconisé pour ce type de bactéries, la 

croissance était beaucoup plus élevée. Cependant, une différence est visible en fonction 

du milieu de préculture utilisé, lorsque la préculture a été effectuée en MB, la croissance 

la plus élevée se caractérisait par une DO600 nm mesurée de 6,89 après 24 h, alors que pour 

la même souche, quand la préculture était réalisée en MRS, la croissance se caractérisait 

par une DO600 nm de 16,9. Concernant l’acidification après 24 h de croissance (Figure 43D), 

des différences sont également observables en fonction du milieu de préculture utilisé. 
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Figure 43 : Croissance des souches de Lactobacillus en milieu MB complémenté ou non, ou en milieu 
MRS. 

Pour A : souche 31c, B : souche 46a, C : souche RC16, la croissance a été mesurée par densité optique. 
D : acidification du milieu par rapport aux macérations contrôles. MRS MB : précultures réalisées en milieu 
MRS, puis croissances réalisées en milieu MB. MB MB : précultures réalisées en milieu MB complet, puis 
croissances réalisées en milieu MB. MB MBE : précultures réalisées en milieu MB complet, puis 
croissances réalisées en milieu MB complémenté en extrait de levure à 5 g.L-1. MB MRS : précultures 
effectuées en milieu MB complet, puis croissances réalisées en milieu MRS. MRS MRS : précultures 
effectuées en milieu MRS, puis croissances réalisées en milieu MRS. L’ensemble des milieux a été inoculé 
à 0,15 de DO600 nm, et les croissances ont été suivies pendant 24 h à 37 °C en condition anaérobie et sous 
agitation. 

 

En effet, la condition MB MB ne permet pas d’acidification alors que la condition MRS MB 

permet une diminution de pH de 0,5. En revanche, les croissances réalisées en milieu 

MRS et en milieu MB supplémenté en extrait de levure ont permis une acidification 

pouvant atteindre deux unités de pH. La supplémentation du milieu MB en extrait de 

levure permet donc d’améliorer la croissance des souches de Lactobacillus ainsi qu’une 

acidification similaire à celle observée pour les cultures réalisées en milieu MRS. De plus, 

une préculture en milieu MRS permet donc une meilleure croissance et une meilleure 

acidification, ce qui suggère une meilleure adaptabilité métabolique. 
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6.2.2. Complémentation du milieu de fermentation contenant les épluchures d’endives 
en extrait de levure  

Après avoir observé une amélioration de la croissance des souches de Lactobacillus 

lorsque le milieu MB a été supplémenté en extrait de levure, ce dernier a été ajouté à 

différentes concentrations dans le milieu EEBU. Afin de comparer les croissances 

obtenues en EEBU supplémenté, des cultures en milieu MB supplémenté en glucose à 

10 g.L-1 ont été réalisées comme témoins. La Figure 44 met en évidence les différences 

de croissances observées entre les trois souches.
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Figure 44 : Croissance des souches de Lactobacillus en fonction de la concentration en extrait de 
levure dans les milieux contenant les épluchures d'endives et le milieu MB. 

Pour A : souche 31c, B : souche 46a, C : souche RC16, la croissance a été mesurée par dénombrements. 
D : acidification du milieu par rapport aux macérations contrôles, par mesure de pH. MB : milieu de base 
supplémenté en extrait de levure à 2 g.L-1 et en glucose à 10 g.L-1. EE0 : milieu composé d’épluchures 
d’endives à 25 g.L-1 sans extrait de levure. EE2 : milieu composé d’épluchures d’endives à 25 g.L-1 
supplémenté en extrait de levure à 2 g.L-1. EE4 : milieu composé d’épluchures d’endives à 25 g.L-1 
supplémenté en extrait de levure à 4 g.L-1. L’ensemble des milieux a été inoculé à 0,3 de DO600 nm, et les 
croissances ont été suivies pendant 24 h à 37 °C en condition anaérobie et sous agitation. 

 

Pour la souche 31c (Figure 44A), le milieu contenant 2 g.L-1 d’extrait de levure a permis la 

croissance la plus rapide avec 3,025.109 UFC.mL-1. Après 24 h de fermentation, c’est le 
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milieu contenant 4 g.L-1 d’extrait de levure qui a induit la croissance la plus importante, 

atteignant 3,15.109 UFC.mL-1. Les milieux MB et EE2 ont permis des croissances après 

24 h similaires et le milieu EE0, ne contenant pas d’extrait de levure, a conduit à la 

croissance la plus faible. La Figure 44B correspondant à la souche 46a montre les 

mêmes résultats pour la souche 31c après 24 h. Cependant après 8 h de fermentation, 

les milieux EE2 et EE4 ont conduit à des croissances similaires. La souche RC16 (Figure 

44C) s’est mieux développée dans le milieu EE2 après 8 h, viennent ensuite les milieux 

MB et EE4 puis le milieu EE0. Après 24 h, le milieu EE2 a permis les croissances les plus 

importantes, suivi du milieu EE4 et des milieux MB et EE0. Pour l’ensemble des souches, 

les milieux induisant les meilleures croissances sont les milieux EE2 et EE4, avec une 

augmentation de plus d’un log par rapport au T=0 h. A contrario, le milieu induisant la plus 

faible croissance est le milieu EE0, sans extrait de levure, avec une augmentation de 

moins d’un log. Concernant la diminution du pH après 24 h de fermentation, la croissance 

bactérienne dans le milieu contenant les épluchures d’endives induisait des 

acidifications similaires allant de -0,46 à -0,21 par rapport aux macérations contrôles, et 

ce pour l’ensemble des souches. La présence et la concentration en extrait de levure 

n’influencent pas l’acidification finale. En revanche, la croissance bactérienne en milieu 

MB, qui est le seul milieu supplémenté en glucose, a conduit à une acidification plus 

importante, allant de -1,31 à -0,87 par rapport à celles des macérations contrôles.  

En observant ces résultats et en tenant compte des auxotrophies des souches, 

l'importance de supplémenter le milieu de culture avec une source d'azote exogène est 

mise en évidence, les extraits d'endive n'apportant pas suffisamment ces éléments pour 

assurer une bonne croissance des souches. 
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7. Impacts de la digestion et du passage de la barrière 
intestinale sur les bioactivités des surnageants des 
fermentations réalisées en bioréacteurs 

Un ingrédient santé doit être capable d’exercer ses effets bénéfiques après le processus 

de digestion gastro-intestinale. Certaines molécules actives doivent traverser la barrière 

intestinale pour atteindre leur cible dans l’organisme, tandis que d'autres peuvent agir 

directement dans la lumière intestinale ou au niveau des entérocytes. Il est donc 

essentiel d'étudier l'impact de la digestion et les interactions qui se produisent au niveau 

de la barrière intestinale. Ainsi, une digestion gastro-intestinale des surnageants de 

fermentation a été réalisée à l'aide du protocole de DGIS. De plus, un modèle de barrière 

intestinale composé d'une coculture de cellules Caco-2/HT29-MTX a été utilisé pour 

étudier le devenir des molécules et leurs bioactivités après passage au travers de la 

barrière intestinale (Figure 45). 

 

Figure 45 : Démarche expérimentale adoptée pour étudier l'impact de la digestion gastro-intestinale 
et du contact avec la barrière intestinale sur les activités biologiques des surnageants de 
fermentation. 

Les surnageants de fermentation des épluchures d’endives réalisées avec les souches 31c, 46a et RC16, 
réalisées en bioréacteurs, ont été digérés in vitro, et la phase intestinale a été mise au contact de la 
coculture Caco-2/HT29-MTX qui mime la barrière intestinale. La mesure des activités antioxydante, 
hépato-protectrice et anti-inflammatoire ainsi que la caractérisation par approche métabolomique ont été 
réalisées sur les échantillons récoltés à l’issu de la fermentation, de la digestion et après passage de la 
barrière intestinale. 
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7.1. Intégrité de la barrière intestinale et mesure de la perméabilité des 
jonctions serrées au contact des digestats 

Les surnageants des fermentations d’épluchures d’endive réalisées en bioréacteurs avec 

les souches 31c, 46a et RC16 pendant 24 h, ainsi que les macérations contrôles ont 

d'abord été soumis à une DGIS. Une digestion blanche, ne contenant que les enzymes 

digestives, a également été réalisée. Pour étudier les bioactivités après passage de la 

barrière intestinale, un modèle de barrière intestinale a été mis en place à l’aide d’une 

coculture de cellules Caco-2/HT29-MTX. Au préalable, des tests de cytotoxicité ont été 

effectués afin de s’assurer que les différents échantillons mis au contact de la coculture 

ne présentent pas de toxicité pour les cellules. À l'issue de ce test, les surnageants de 

digestion, à une concentration de 3,9 g.L⁻¹ de matière sèche, ont été utilisés. Dans un 

premier temps, il a été nécessaire de vérifier l’intégrité de la monocouche de cellules 

intestinales cultivées sur inserts. La mesure de TEER a été utilisée à cet effet. Si la valeur 

de TEER était supérieure à 500 Ω.cm-2, ce qui correspond à une valeur de 450 Ω pour les 

inserts utilisés dans cette expérience, ces derniers étaient considérés comme intègres. 

Les résultats, présentés dans la Figure 46A, montrent que les échantillons testés n’ont 

pas affecté l’intégrité de la barrière intestinale après un de temps de contact de 1 h 30. 

La valeur la plus basse de TEER (647 Ω.cm-2) a été obtenue pour les digestats des 

macérations contrôles après 1 h 30 de contact avec la coculture. Les résultats ont 

également montré que la TEER diminuait à partir de 30 minutes de contact avec les 

échantillons, avec une diminution moyenne d’environ 200 Ω.cm-2 après 1 h 30 de contact. 
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Figure 46 : Vérification de l’intégrité et de la perméabilité apparente de la coculture  
Caco-2/HT29-MTX. 

A : évaluation de l’intégrité de la barrière intestinale par mesure de la TEER en Ω.cm-2, durant les 1 h 30 de 
contact avec les surnageants de digestion. B : mesure de la perméabilité apparente de la barrière 
intestinale par la lucifer yellow, après 1 h 30 de contact avec les surnageants de digestion. Le passage de 
la barrière intestinale a été effectué avec les surnageants de digestion, à une concentration de matière 
sèche de 3,9 g.L-1, pendant 1 h 30 sur une coculture de Caco-2/HT29-MTX de 3 semaines maintenue à 37°C 
et 5 % de CO2. L’ensemble de ces tests ont été réalisés sur des cellules à des passages compris entre P15 
et P18 pour les cellules Caco-2 et entre P14 et P16 pour les cellules HT29-MTX. Les valeurs sont les 
moyennes ± écarts-types (N=3, n=3). 

 

Après 1 h 30 de contact entre les digestats des surnageants de macérations contrôles et 

de fermentation, la perméabilité apparente a été mesurée à l’aide de la lucifer yellow, qui 

traverse la barrière intestinale via les jonctions serrées. La perméabilité apparente est 

jugée conforme si elle est inférieure à 1.10-6 cm.s-1. Cette condition a été respectée pour 

l’ensemble des digestats, à l’exception de deux puits contenant les digestats des 

surnageants issus des fermentations d’épluchures d’endives par la souche 46a (Figure 

46B).  

L'absence de multicouche a été confirmée par une coloration au DAPI. Les images 

obtenues en microscopie à fluorescence, présentées dans la Figure 47, montrent 

clairement l'absence de multicouche. En effet, tous les noyaux sont situés sur le même 

plan dans les trois clichés représentatifs choisis, ce qui atteste de la formation d'une 

monocouche. Cette condition était essentielle pour garantir la validité du modèle de 

barrière utilisée.  
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Figure 47 : Coloration au DAPI de la coculture Caco-2/HT29-MTX après 3 semaines de culture.  
 
Photographies réalisées à l’aide d’un microscope à fluorescence. Cette coloration permet de visualiser les 
noyaux des cellules, confirmant l'absence de multicouche et la formation d'une monocouche homogène. 
Statistiques : cette expérience à été réalisée en N=3 pour chaque réplicat biologique. 

7.2. Activité antioxydante sur les cellules HepG2 des échantillons après 
fermentation, DGIS et après passage de la barrière intestinale 

L’activité antioxydante sur les cellules HepG2 a été évaluée après contact des 

surnageants des fermentations d’épluchures d’endives réalisées en bioréacteurs, après 

DGIS et passage au travers de la barrière intestinale. L’ensemble des échantillons ont été 

mis au contact des cellules HepG2 à des concentrations non cytotoxiques. Les résultats 

montrent que L’AAPH a induit une oxydation des cellules via la production d’ERO 

intracellulaires, tandis que la quercétine a réduit cette production d’ERO à un niveau 

similaire à celui observé en condition contrôle, avec le milieu HBSS seul. La Figure 48 

montre que les surnageants des macérations contrôles et des fermentations ont une 

activité antioxydante significative, cette activité est conservée après digestion.  
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Figure 48 : Activité antioxydante des surnageants de fermentation sur les cellules HepG2 après 
fermentation, digestion et passage de la barrière intestinale. 

En gris : macérations contrôles, en vert : L. plantarum, en bleu : L. reuteri. AAPH à 1 200 µM, Q : quercétine 
à 100 µM. Production d’ERO par les cellules HepG2 pour l’ensemble des échantillons provenant des 
fermentations d’épluchures d’endives par les souches 31c, 46a et RC16 réalisées en bioréacteurs avec les 
paramètres précédemment sélectionnés et dilués à une concentration finale de 2.9 g.L-1 dans les puits. Les 
valeurs sont exprimées en fonction de celles du contrôle, ramenées à 1. L’ensemble de ces tests ont été 
réalisés sur des cellules à des passages compris entre P18 et P20. Statistiques : Les valeurs sont les 
moyennes ± écarts-types (N=5, n=3). L’analyse statistique a été réalisée à l’aide d’un test de Kruskal-Wallis 
suivi d’un test de Dunn pour comparer chaque échantillon à la condition AAPH. ** p <0,01, *** p <0,001, 
**** p<0,0001. 

 

De plus, les digestats des surnageants de fermentation obtenus avec les souches 31c et 

RC16 ont respectivement montré des activités supérieures de 34 % et 7 % par rapport à 

celles des macérations contrôles. Cependant, après passage au travers de la barrière 

intestinale, l’activité antioxydante a diminué significativement. Cette diminution pourrait 

être partiellement attribuée à la dilution des surnageants de digestion dans le milieu 

basolatéral et à la sélectivité de la barrière intestinale. Bien que l'activité soit réduite par 

rapport à celle observée après fermentation et digestion, la production d'ERO a tendance 

à diminuer par rapport à la condition AAPH. De plus, après le passage au travers de la 

barrière intestinale, les activités antioxydantes des digestats de surnageants de 

fermentation ont été respectivement améliorées de 5, 12 et 9 % pour les souches 31c, 

46a et RC16 par rapport à leurs macérations contrôles, bien que ces différences ne soient 

pas significatives.  
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L’objectif final de ce projet était de développer un ingrédient bénéfique pour la santé 

humaine ayant des propriétés antioxydantes et hépato-protectrices. Pour cela, des  

co-produits d’endive et de chicorée ont été fermentés par des bactéries lactiques, et plus 

précisément des souches de Lactobacillus. Six souches de L. plantarum provenant de la 

collection de VF Bioscience, ainsi que trois souches de Limosilactobacillus reuteri, 

isolées du biote de l’endive, ont ainsi été utilisées.  

1. Isolement du biote de l’endive 

Afin d’isoler ces souches, le microbiote de l’endive a été étudiée, permettant l’isolement 

de 36 souches. Parmi celles-ci, 16 souches ont pu être formellement identifiées au 

niveau du genre et de l’espèce. Certaines d’entre elles sont habituellement associées à 

l’Homme ou aux animaux, suggérant des contaminations possibles durant les étapes de 

culture en champs, de récolte ou de nettoyage des endives. C’est le cas de Citrobacter 

gillenii, initialement isolée du tractus intestinal d’une truite arc-en-ciel, et également 

retrouvée sur des légumes comme la mâche (Duman et al., 2017). De même, Bacillus 

licheniformis, initialement isolé chez un bovin en Iran, est souvent retrouvé dans la 

viande, le lait cru et les légumes (Nayeri Fasaei et al., 2023). Staphylococcus hominis, une 

bactérie plus spécifique à l’Homme, est abondamment présente sur la peau (Joglekar et 

al., 2023). Enfin, la bactérie lactique Streptococcus mitis, habituellement retrouvée dans 

le microbiote buccal et parfois responsable de l’endocardite infectieuse, a été isolée 

dans le biote des endives étudiées (Wei et al., 2023). D’autres bactéries isolées du biote 

des endives sont typiques du sol et non spécifiques de cette plante. Par exemple, 

Raoultella terrigena est couramment retrouvée dans les sols, notamment forestiers, ainsi 

que dans les milieux aquatiques. Cette souche est une bactérie opportuniste qui peut 

être responsable d’infections respiratoire ou urinaire (De Lima Brossi et al., 2016; Fazal et 

al., 2019). Lelliottia amnigena, tout comme Raoultella terrigena, est largement présente 

dans les sols et les eaux usées, mais a également été retrouvée dans l’air et dans les 

poumons de certains mammifères marins (Negus et al., 2023). Parmi les souches isolées 

et généralement associées aux végétaux, ont été retrouvées Pectobacterium 

carotovorum , qui est le principal pathogène responsable de la pourriture dite molle des 
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légumes comme la carotte, Pantoea agglomerans, Pseudomonas koreensis et Rahnella 

aquatilis (Naligama and Halmillawewa, 2022). Ces trois dernières souches ont déjà été 

isolées de l’endive mais Pantoea agglomerans est considérée comme un pathogène pour 

cette dernière (Yum et al., 2023). Pseudomonas koreensis, bien que présente dans le sol 

et la rhizosphère, a également été isolée précédemment de l’endive frisée (Federico et 

al., 2015; Lopes et al., 2018).  

En plus de Streptococcus miti et Weissella cibaria, trois autres bactéries lactiques ont été 

isolées du biote de l’endive. Ces trois souches correspondent à des L. reuteri. Bien que 

ces souches ne soient pas spécifiques à l’endive, car elles sont généralement retrouvées 

dans le tractus gastro-intestinal des vertébrés à sang chaud, elles ont été utilisées dans 

ce projet afin de fermenter les co-produits d’endive et de chicorée (Shi et al., 2022).  

En effet, cette espèce possède le statut GRAS ainsi que les enzymes permettant de 

dégrader les substrats végétaux tel que la chicorée et l’endive. 

2. Screening des co-produits et des souches de 
Lactobacillus 

Afin de fermenter les différents co-produits d’endive et de chicorée à l’aide des souches 

de Lactobacillus, un milieu très simple a été utilisé. Celui-ci était composé uniquement 

des co-produits broyés, tels que les épluchures d’endives et de Carmines®, les fines de 

cossettes non torréfiées ou le marc de chicorée, ainsi que de PBS. Le broyage améliore la 

disponibilité des nutriments nécessaires à la croissance des souches de Lactobacillus, 

tandis que le PBS apporte une source minérale d’azote et de potassium. Ce milieu sans 

supplémentation a été choisi afin que les souches de Lactobacillus utilisent 

exclusivement les co-produits comme source de carbone et d’azote organique pour se 

développer, sachant qu’elles sont capables de croître sur diverses matrices alimentaires 

comme les légumes (Seddik et al., 2017). Cette capacité a permis la fermentation des co-

produits tels que ceux de tomate, de carotte et de melon par des bactéries lactiques 

comme L. plantarum. La fermentation avait alors été réalisée en utilisant uniquement de 

l’eau distillée et les co-produits stérilisés. La présence exclusive de co-produits a 

entraîné une croissance des Lactobacillus comprise entre 0,84 et 2,04 log après 72 h de 
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fermentation (Ricci et al., 2019). Notre étude a permis d’obtenir des résultats similaires 

pour la fermentation des épluchures d’endives par les souches 31c, 46a et RC15, où la 

simple présence du co-produit en milieu PBS a permis une augmentation de la 

croissance d’un log. En revanche, les autres co-produits n’ont pas permis la croissance 

des bactéries lactiques. Une autre étude, spécifique à l’endive, a montré que la 

fermentation de feuilles d’endives rouges par des Lactobacillus, dans un milieu 

contenant uniquement des feuilles dans de l’eau physiologique, a réduit le pH du milieu 

de deux unités et a multiplié par cinq l’activité antioxydante par rapport à celle des 

surnageants de macérations contrôles (Kagkli et al., 2016). Ces acidifications sont 

légèrement plus importantes que celles observées lors de notre étude qui sont de -1,5 

par rapports aux macérations contrôles. Cependant, l’activité antioxydante obtenue par 

méthode DPPH a été multiplié par 5 dans l’étude de Kagkli et al., alors que dans notre 

étude, la fermentation des épluchures d’endives a permis de multiplier cette activité par 

18. L’étude de Kagkli et al., a montré que l’augmentation de l’activité antioxydante était 

corrélée avec l’augmentation de la concentration en acides phénoliques. Le profil 

phénolique étudié par HPLC a montré que dans les échantillons non fermentés, 3 pics 

correspondants aux acides protocatéchique, chicorique et chlorogénique étaient 

présents. Après fermentation, de l’acide gallique ainsi que différents pics non identifiés 

présents entre l’acide protocatéchique et l’acide chicorique sont apparus.  

Ces molécules pourraient provenir de la dégradation des acides phénoliques. 

Cependant, les fractions correspondantes aux pics 1, 2, 3 et 4 ont montré une activité 

antioxydante, tandis que la fraction correspondante aux molécules apparues durant la 

fermentation n'a montré aucune activité (Kagkli et al., 2016). Dans notre étude, les 

résultats obtenus sont assez différents, la teneur en composés phénoliques a eu 

tendance à diminuer par rapport aux macérations contrôles, cependant d’autres 

composés sont apparus, mais des analyses supplémentaires sont nécessaires afin de 

les identifier. La fermentation de substrats végétaux par les souches de Lactobacillus, 

comme Lactiplantibacillus plantarum, permet d’augmenter les quantités d’acide 

phénolique dans la plupart des études référencées dans la littérature.  

Cette augmentation se fait grâce aux nombreuses enzymes que possède cette souche 

comme les estérases, les réductases et les décarboxylases d’acides phénoliques.  

De plus, la dépolymérisation des acides phénoliques permet d’augmenter leur quantité 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

152 
Thèse confidentielle 

ainsi que leur activité antioxydante (Hur et al., 2014; Kagkli et al., 2016; Kwaw et al., 2018). 

Dans notre étude, la diminution de la teneur de certains composés pourrait être due à 

ces transformations en d’autres composés potentiellement plus actifs. Il serait 

intéressant, à l’issue de la caractérisation des surnageants de fermentation, d’identifier 

les fractions ayant les meilleures activités.  

Après avoir sélectionnées les épluchures d’endive comme co-produit et les souches 31c, 

46a et RC16 pour la suite du projet, différents paramètres de fermentation ont été 

étudiés. 

3. Optimisation des paramètres de fermentation et de 
la croissance des souches de Lactobacillus 

Sur la base des résultats de croissance, nous avons ajusté plusieurs paramètres de 

culture dans le but d'optimiser la croissance des souches et d'améliorer l'activité du 

produit fermenté. C’est ainsi que différentes concentrations en épluchures d’endives ont 

été testées (15, 25 et 35 g.L-1), mais également la concentration de l’inoculum (DO600 nm de 

0,3 ;1,5 et 3), et le temps de fermentation (12, 24, 36, 18 et 72 h). La concentration en 

épluchures d’endives dans le milieu n’a pas impacté l’activité antioxydante. La 

concentration de l’inoculum de départ était positivement corrélée à la croissance des 

souches ainsi qu’aux activités biologiques des surnageants de fermentation, mettant en 

évidence l’impact positif de la fermentation. À la suite de ces essais, une concentration 

de 25 g.L⁻¹ d'épluchures d'endives dans le milieu et un inoculum de départ de 1,5 DO à 

600 nm ont été choisis en raison de leur praticité pour les manipulations et de leur 

adéquation à la réalisation des fermentations à grande échelle. Concernant le temps de 

fermentation, une durée de 24 h a été retenue, car les activités biologiques étaient plus 

élevées après cette période, bien que le pic de croissance des souches ait été atteint 

après 12 h. La croissance des Lactobacillus dépend du milieu de culture utilisé et de la 

température d’incubation. Si la fermentation est réalisée en condition optimale en 

laboratoire, c’est-à-dire à 37°C en milieu MRS, une augmentation de la population 

bactérienne de 2 log est observée (Dai et al., 2022). C’est ce qui a été observé pour les 

fermentations témoins réalisées en MRS lors de notre étude (Figure 43).  
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En revanche, pour les milieux plus simples, constitués uniquement de co-produits de 

fruits ou de légumes, la croissance des souches peut être moins importante, atteignant 

1 à 2 log après 72 h de fermentation. Le temps de croissance peut également être décalé 

en raison d'une phase de latence plus longue. En comparaison, dans un milieu MRS, ce 

temps de latence est généralement très court, environ 3 heures, avec une phase 

exponentielle qui s'arrête entre 8 et 12 h (Aryani et al., 2016; Ricci et al., 2019; Kwoji et al., 

2022). Dans notre étude, la population bactérienne a augmenté d’environ 1 log, comme 

celle observée pour Lacticaseibacillus casei dans une autre étude au sein de laquelle un 

milieu contenant des co-produits de melon avait été utilisé (Ricci et al., 2019). Dans notre 

étude, la phase exponentielle était légèrement plus courte que 12 h, ce qui correspond à 

des temps cohérents à ceux retrouvés dans la littérature.  

Après avoir choisi les paramètres de fermentation précédemment évoqués et les avoir 

testés à différentes échelles (Deepwell, fiole d’Erlenmeyer et bioréacteur), des essais 

visant à améliorer la croissance ont été entrepris. Au cours de cette étude, les 

auxotrophies en acides aminés et en vitamines ont été déterminées pour les trois 

souches de Lactobacillus sélectionnées : 31c, 46a et RC16. Ces trois souches se sont 

révélées auxotrophes pour la valine, la leucine, la méthionine et la vitamine B5.  

Ce phénomène d’auxotrophie varie selon les souches. Plusieurs études ont observé que 

les souches de L. plantarum sont souvent auxotrophes pour l’arginine, l’alanine, la 

leucine, la valine, la phénylalanine et la cystéine (Nicoloff et al., 2000; Bron et al., 2002; 

Bringel and Hubert, 2003; Staudigl et al., 2014; Consuegra et al., 2020). Les deux souches 

de L. plantarum utilisées dans ce projet sont auxotrophes pour la méthionine, la valine et 

la leucine. Exceptée pour la méthionine, ces deux souches présentent des auxotrophies 

similaires à celles habituellement retrouvées pour cette espèce. En outre, certaines 

souches peuvent avoir de nombreuses auxotrophies comme une souche de L. reuteri, qui 

s’est révélée auxotrophe pour l’alanine, l’arginine, l’isoleucine, la méthionine, l’acide 

glutamique, l’asparagine, la leucine, l’acide glutamique, la glycine, la thréonine, 

l’histidine, la serine, le tryptophane, les vitamines B5 et B6 et l’uracile (Kwoji et al., 2022). 

RC16, la souche de L. reuteri utilisée dans ce projet, est auxotrophe pour la valine, la 

méthionine et la vitamine B5. Ces auxotrophies sont donc cohérentes avec les données 

de la littérature concernant L. reuteri.  
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Afin de supplémenter le milieu de fermentation en acides aminés et en vitamines 

essentiels à la croissance des Lactobacillus, il est possible d’utiliser des extraits de 

levures. En effet, ces extraits permettent d’apporter l’ensemble des acides aminés et les 

vitamines sous forme libre et donc directement assimilables par les souches. Par ailleurs, 

ces extraits représentent une solution bien plus économique pour l’industriel que de 

supplémenter le milieu en acides aminés purifiés. Dans certaines études, les milieux de 

culture sont supplémentés afin d’améliorer la croissance et/ou la production de 

molécules d’intérêt. Une étude a comparé la croissance de Lactobacillus, mesurée par 

densité optique, entre un milieu MRS classique et un milieu MRS sans extrait de levure. 

Le milieu sans extrait de levure n'a pas permis la croissance des Lactobacillus, 

contrairement au milieu MRS classique (Arakawa et al., 2015). Dans notre étude, les deux 

conditions ont été testées en milieu MB. Les trois souches de Lactobacillus ont été 

ensemencées à une DO600 nm de 0,3 et le milieu contenant des extraits de levures a permis 

d’atteindre des DO600 nm respectives de 3,7 ; 2,8 et 2,9 pour les souches 31c, 46a et RC16, 

ce qui correspond à une augmentation d’un facteur 10 après 24 h de croissance.  

En revanche, le milieu MB non supplémenté n’a pas permis aux souches de croître. Dans 

d’autres études le milieu de culture a également été supplémenté afin d’améliorer la 

croissance des souches, lorsque la seule source de carbone était le co-produit. C’était 

par exemple le cas pour la fermentation des co-produits de bananes, de papayes, 

d’ananas et d’oranges (Ngouénam et al., 2021). Dans notre étude, la supplémentation en 

extrait de levure à 4 g.L-1 a permis une amélioration de la croissance d’1,5 log après 24 h 

de fermentation. Ces résultats sont similaires à ceux de l’étude de Curiel et al., qui s’est 

intéressée à la fermentation de la myrthe. Dans cette étude, la croissance des souches 

de Lactobacillus a augmenté de 2 log lorsque le milieu a été supplémenté de manière 

similaire, avec 4 g.L-1d’extrait de levure (Curiel et al., 2015).  

Une des raisons pour lesquelles il est nécessaire de supplémenter le milieu de 

fermentation contenant uniquement des co-produits est liée à la stérilisation par 

autoclave. En effet, cette stérilisation qui a été effectuée à 121°C pendant 20 minutes, 

peut provoquer la dégradation de certains composés comme les polyphénols, les acides 

aminés ou les vitamines (Deng et al., 2018). Une étude a ainsi montré que la stérilisation 

par autoclave avait un impact sur les minéraux et les vitamines contenus dans des repas 
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à base de caséines ou de farine de soja (Tuśnio et al., 2014). Selon ces auteurs, les 

conditions d’autoclavage utilisées dans notre projet, qui sont de 121 °C pendant 

20 minutes, entraineraient une diminution de moitié de la teneur en vitamine B5, une 

vitamine pour laquelle la souche RC16 est auxotrophe (Tuśnio et al., 2014). De plus, il a 

été montré que certains acides aminés comme l’arginine, l’histidine, la phénylalanine, la 

sérine, la glutamine et l’acide glutamique pouvaient être affectés par la stérilisation par 

autoclave (Yeung et al., 2006; Mesías et al., 2016). La supplémentation en extrait de levure 

permettrait donc de compenser la perte de vitamines et d’acides aminés essentiels à la 

croissance des Lactobacillus, causée par la stérilisation par autoclave. Les polyphénols, 

principales molécules bioactives de la chicorée et de l’endive, sont thermosensibles et 

peuvent donc aussi être altérés par la stérilisation par autoclave. En effet, lors de notre 

étude, des dégradations ont été observées pour la plupart des polyphénols détectés 

comme les acides néochlorogénique, caftarique, caféique et chicorique (Annexes 2). 

Certaines recherches ont évalué l’impact du traitement par autoclave sur les profils en 

composés phénoliques de diverses matrices. Par exemple, les profils phénoliques du 

colza et du marc de raisins obtenus après stérilisation par autoclave indiquaient une 

diminution de certains polyphénols, tels que la catéchine, l’épicatéchine, ou les dimères 

de procyanidine, ce qui va dans le sens des résultats obtenus dans notre étude 

(Chamorro et al., 2012). En revanche, une autre étude a montré que la stérilisation par 

autoclave (121 °C pendant 15 min) des graines de moutarde avait conduit à la libération 

des acides hydroxybenzoïques, hydroxycinnamiques, syringiques et des dérivés de 

catéchines corrélée à une augmentation de l’activité antioxydante, comparée à celle des 

graines non stérilisées (Gök et al., 2021). Concernant les drêches de brasserie, une étude 

a montré que certains traitements thermiques avaient un impact sur le contenu en 

composés phénoliques. D’autres recherches ont montré que les différents barèmes 

réalisés par autoclave conduisaient à l’obtention de profils en composés phénoliques 

différents. A 90 et 100 °C, les concentrations en acides phénoliques étaient diminuées, 

mais à 110 et 130 °C, elles avaient augmenté, probablement en raison de la dégradation 

des drêches permettant une meilleure extraction des composés. De plus, dans cette 

étude, l’activité antioxydante avait augmenté après autoclavage à toutes les 

températures testées, probablement en raison de la dépolymérisation de certains 

polyphénols (Naibaho et al., 2022). La température de stérilisation utilisée dans notre 
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étude est de 121 °C, cependant et contrairement à l’étude précédemment citée, la teneur 

en polyphénols a diminué. Il est également possible que l’extraction durant la stérilisation 

par autoclave compense la dégradation des acides hydroxycinnamiques présents sous 

forme libre. Il a également été observé que la stérilisation par autoclave pouvait entrainer 

la formation de dimères tels que de le 4-vinylguaiacol et le 4-vinylphénol à partir des 

acides férulique et p-coumarique, ces molécules ayant une activité antioxydante plus 

élevée que celle des acides d’origine (Arrieta‐Baez et al., 2012). Ainsi, bien que la 

stérilisation par autoclave puisse dégrader certains acides hydroxycinnamiques, elle 

peut également favoriser leur extraction et leur conversion en dérivés plus actifs.  

4. Activité antioxydante des co-produits et des 
surnageants de fermentation 

Les premières fermentations, réalisées en plaque Deepwell, avaient pour objectif de 

comparer la croissance bactérienne en présence des différents co-produits, afin de 

déterminer celui qui engendrait la meilleure croissance bactérienne au cours de la 

fermentation, mais surtout les meilleures activités antioxydantes et hépato-protectrices. 

Les résultats obtenus ont permis de sélectionner les épluchures d’endives. Il est établi 

dans la littérature que l’inuline, qui est une source de carbone pour les souches de 

Lactobacillus, est plus présente dans les racines de chicorée et d’endives, ce qui 

correspond dans notre projet au marc de chicorée et aux fines de cossettes non 

torréfiées. A contrario, le contenu en polyphénols est plus important dans les feuilles 

correspondant aux épluchures d’endives et de Carmines® (Nwafor et al., 2017; Perović et 

al., 2021). Néanmoins, les résultats obtenus par HPLC n’ont pas confirmé que les 

épluchures d’endives et de Carmines® étaient plus riches en polyphénols que le marc de 

chicorée et les fines de cossettes non torréfiées, mais un plus grand nombre d’acides 

hydroxycinnamiques ont été identifiés dans les épluchures d’endives et de Carmines®.  

Le criblage des souches de L. plantarum et de L. reuteri avait pour objectif de sélectionner 

celles à utiliser dans la suite du projet, en comparant leur croissance ainsi que leurs 

activités anti-inflammatoires, hépato-protectrices mais surtout antioxydantes évaluées 

par le pouvoir antiradicalaire (méthode DPPH) et par la capacité à diminuer la production 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

157 
Thèse confidentielle 

d’ERO intracellulaires (méthode DCFH2-DA). La méthode DPPH a été utilisée pour le 

criblage des co-produits d’endive et de chicorée et la méthode cellulaire pour le reste de 

l’étude. La fermentation des épluchures d’endives lors du screening de co-produits, a 

permis d’augmenter l’activité antioxydante, mesurée par la méthode DPPH, de 16 % pour 

la souche 31c. D’après les données de la littérature, les matrices les plus antioxydantes 

sont les fruits et jus de fruits notamment grâce à la présence de polyphénols. Les jus de 

fruits rouges comme les mûres, les baies de Goji ou la grenade inhibent la DPPH à 60 %. 

Les jus de poires sont également d’excellents antioxydants car ils ont provoqué une 

inhibition de la DPPH à 78 %. Les jus de tomates et de pommes sont un peu moins actifs 

avec des inhibitions respectives de 20 et 25 %. Une étude a comparé l’activité 

antioxydante de diverses matrices comme les fruits et les légumes, et a montré que 

l’endive avait un pouvoir antioxydant comparable à celui de la pomme et légèrement plus 

faible que celui du chou-fleur ou de la poire (Crujeiras et al., 2010). La fermentation des 

jus de fruits a permis d’obtenir des activités relativement élevées. En effet, ils constituent 

d’excellents substrats pour la croissance des souches, grâce à leur teneur en sucres 

libres qui contribue à améliorer la croissance des souches de Lactobacillus. Il a ainsi été 

montré que la fermentation des jus de poires, mûres, baies de Goji et de pommes par 

L. plantarum permettait d’améliorer l’activité antioxydante mesurée par DPPH 

respectivement de 7,5 ; 33 ; 24 et 92 %, afin d’atteindre des inhibitions de DPPH de 84, 

73, 80 et 48 %. Ces fermentations ont été réalisées directement dans les jus de fruits, 

avec ou sans supplémentation en glucose, à 37 °C pendant 20 à 72 h (Kwaw et al., 2018; 

Li et al., 2018b; Liu et al., 2019; Wang et al., 2021). Dans notre étude, l’amélioration de 

l’activité antioxydante des épluchures d’endives fermentées, mesurée par la méthode 

DPPH, était de 16 % pour la souche de L. plantarum 31c. Le gain d’activité observé dans 

notre projet est plus important que celui observé lors de la fermentation des poires. 

Cependant, il est bien inférieur à celui observé lors de la fermentation d’autres matrices 

comme les baies de Goji, les mûres mais surtout la pomme. Par ailleurs, la fermentation 

de fruits tels que le kiwi et la grenade, ayant des activités respectives de 47 et 60 % 

d’inhibition de DPPH, par L. plantarum a permis d’améliorer l’activité antioxydante de 60 

et 50 %, permettant d’obtenir des activités finales de 75 et 90 % d’inhibition de DPPH 

(Mousavi et al., 2013; Zhou et al., 2020). D’autres matrices fermentées comme la figue de 

lotus ayant une activité de 17 %, sont bien moins élevées que celle des fruits rouges, ont 
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montré une augmentation de 240 % lorsqu’elles étaient fermentés par L. plantarum, 

permettant une activité finale de 41 % d’inhibition de DPPH (Zhang et al., 2018).  

À l'inverse, dans notre étude, la fermentation des co-produits de chicorée et d’endives 

par les différentes souches de Lactobacillus n’a pas permis d’améliorer l’activité de façon 

aussi importante. C’est également le cas de la fermentation des co-produits de choux-

fleurs et des feuilles d’avocatier fermentés par L. plantarum, où aucune amélioration de 

l’activité n’a été observée (De Montijo-Prieto et al., 2023; Zhang et al., 2024). Enfin, à ce 

jour, une seule étude s’est intéressée à la fermentation de l’endive, et en particulier de 

l’endive rouge. L’activité antioxydante évaluée par la méthode DPPH a montré qu’après 

fermentation par L. plantarum, l’activité était multipliée par cinq, c’est-à-dire beaucoup 

plus que lors de notre étude ou elle est multiplié par 1,6 (Kagkli et al., 2016). Cependant, 

les résultats précédemment cités ont évalué l’activité antioxydante uniquement avec la 

méthode DPPH. 

Table 9 : Gain en activité antioxydante (%) obtenu par fermentation, évaluée par la méthode DPPH, de 
différentes matrices. 

Matrice 
Espèce utilisée  

et condition 
particulière de culture 

Gain d’activité par la 
fermentation évaluée 

par méthode DPPH 
Références 

Poire L. plantarum 7,5 % (Wang et al., 2021) 
Mûres L. plantarum 33 % (Kwaw et al., 2018) 

Baies de Goji 

L. reuteri, L. rhamnosus, 
Bacillus velezensis et 
Bacillus licheniformis 
Ajout de pectinases et 

de glucose dans le 
milieu de fermentation 

24 % (Liu et al., 2019) 

Pomme L. plantarum 92 % (Li et al., 2018c) 
Kiwi L. plantarum 60 % (Zhou et al., 2020) 

Grenade L. plantarum 50 (Mousavi et al., 
2013) 

Figue de lotus L. plantarum 240 % (Zhang et al., 2018) 
Coproduits de  
choux-fleurs L. plantarum et L. brevis 500% (Zhang et al., 2024) 

Feuilles 
d’avocatier 

L. plantarum 
Ajout de glucose et 

d’extrait de levure dans 
le milieu de 

fermentation 

0% (De Montijo-Prieto 
et al., 2023) 

Feuilles 
d’endive rouge L. plantarum 0 % (Kagkli et al., 2016) 

 



 Manuscrit de thèse de Pauline Bruniaux
   

159 
Thèse confidentielle 

Différentes études ont comparé les activités antioxydantes en utilisant la méthode DPPH 

et des tests cellulaires. Par exemple, l'activité antioxydante mesurée par le test DPPH a 

montré que le jus de pomme fermenté par L. plantarum présentait une activité 2 fois plus 

élevée, tout comme celle mesurée sur les macrophages Raw264.7 (Li et al., 2018b). Une 

autre étude portant sur la fermentation du riz brun par L. plantarum et L. reuteri a montré 

que les résultats obtenus avec la méthode DPPH, et ceux avec la méthode DCFH2-DA sur 

les cellules Caco-2 étaient similaires, avec une augmentation de l’activité antioxydante 

respectivement de 6 et 5,7 fois par rapport au riz brun non fermenté (Tyagi et al., 2021). 

Dans notre étude, les résultats obtenus avec la méthode DPPH et la méthode cellulaire 

sont très différents. En effet, avec la méthode DPPH, la fermentation des épluchures 

d’endives a permis de multiplier l’activité par 1,6 pour la souche 31c par rapport aux 

macérations contrôles, alors qu’avec le test cellulaire, l’activité est respectivement 6 et 

18 fois plus élevée que les macérations contrôles sur les cellules HepG2 et Caco-2.  

Cette différence peut s’expliquer en partie par les mécanismes distincts des deux 

méthodes. Le test DPPH évalue le pouvoir antiradicalaire des extraits en mesurant la 

capacité des molécules présentes dans les échantillons à réduire le DPPH par transfert 

de protons. En revanche, le test DCFH2-DA permet de mesurer la quantité d’ERO présente 

dans les cellules soumises à un stress oxydatif, et ainsi d’évaluer la capacité des 

échantillons à réduire cette production (Chen et al., 2010; Gülçin, 2020). Le test DPPH 

est peu coûteux, simple et rapide à réaliser. En revanche, il est moins sensible et moins 

représentatif des conditions physiologiques que le test cellulaire utilisant la DCFH2-DA 

(Furger, 2021). La méthode cellulaire est plus complexe et plus chronophage, mais elle 

offre une plus grande adaptabilité à diverses lignées cellulaires et permet de nombreuses 

applications. Par ailleurs, les deux méthodes ne sont pas compatibles avec tous les types 

d’échantillons, et les protocoles varient d’un laboratoire à l’autre, ce qui rend la 

comparaison des résultats avec ceux de la littérature difficile (Xing et al., 2015; Munteanu 

and Apetrei, 2021; Mendonça et al., 2022). En conclusion, bien que plus complexe à 

mettre en œuvre, la méthode cellulaire utilisant la DCFH2-DA est plus pertinente en 

raison de son mécanisme d’action physiologique et de son adéquation à l’étude des 

processus biologiques. 
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5. Activité anti-inflammatoire des co-produits et des 
surnageants de fermentation 

Au cours de l’inflammation, et notamment lors des MICI, le processus inflammatoire et 

la formation d'intermédiaires réactifs, notamment les ERO, sont étroitement associés 

(Bouma and Strober, 2003), ce qui contribue à la destruction épithéliale et à 

l’augmentation de la perméabilité intestinale (Natividad and Verdu, 2013). De ce fait, le 

stress oxydant est un mécanisme qui contribue à l'inflammation chronique ainsi qu’au 

déséquilibre du microbiote intestinal (Chong et al., 2017).  

Par conséquent, cette étude a également exploré de manière préliminaire le potentiel 

anti-inflammatoire des macérations et fermentations d’épluchures d’endives, qui ont été 

caractérisées pour leur activité antioxydante sur les cellules intestinales et hépatiques. 

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée à l’aide d’un test développé au laboratoire, 

utilisant des cellules U937 différenciées en macrophages par le PMA, puis stimulées avec 

du LPS, ce qui a induit une production accrue de cytokines, notamment TNF-α, IL-8 et  

IL-10 (Moldovan et al., 2022). Les effets des échantillons, à des concentrations non 

cytotoxiques, sur l'inflammation ont été étudiés en mesurant leur capacité à moduler la 

sécrétion de ces trois cytokines. Le TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire, essentielle 

à la défense de l'hôte contre les agents infectieux (Wada et al., 2001). Toutefois, une 

production excessive de cytokines inflammatoires peut entraîner des lésions tissulaires, 

une toxicité et la mort cellulaire. La synthèse de ces cytokines pro-inflammatoires par les 

macrophages peut être modulée et inhibée par des cytokines anti-inflammatoires, telles 

que l'IL-10 (Iyer and Cheng, 2012). Dans notre étude, la dexaméthasone, un 

glucocorticoïde, a été utilisée comme contrôle positif pour inhiber l'inflammation.  

En effet, les glucocorticoïdes sont bien connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires 

et protectrices, en raison de leur capacité à inhiber l'expression des gènes codant pour 

les cytokines pro-inflammatoires, et sont largement utilisés dans le traitement des 

inflammations (Medzhitov, 2010).  

Pour l’ensemble des surnageants de macérations contrôles et de fermentation, une 

diminution des trois cytokines a été observée. De plus, les surnageants des macérations 

contrôles ont permis de diminuer significativement les sécrétions de l’IL-10 et du TNF-α. 
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Une étude récente, réalisée dans notre laboratoire, a porté sur l’activité anti-

inflammatoire de la décoction de farine de chicorée. Cette dernière, ainsi que certains de 

ces composés comme l’acide chlorogénique, le fructose et des LST ont été mis au 

contact de cellules U937 différenciées en macrophages en présence de LPS. La 

décoction de farine de chicorée a permis de diminuer de façon significative la sécrétion 

des cytokines TNF-α, IL-1β et IL-8. De plus, le fructose a également diminué 

significativement la sécrétion du TNF-α, tout comme l’acide chlorogénique et les LST pour 

l’IL-1β. Les trois composés ont également permis de diminuer significativement la 

sécrétion pour l’IL-8 (Pouille et al., 2022). Dans notre étude, des résultats similaires ont 

été observés. En effet, les surnageants de macérations contrôles tout comme la 

décoction de farine de chicorée utilisée dans l’étude de Pouille et al., étaient capables de 

diminuer de façon significative la sécrétion de d’IL-10 et de TNF-α induit par le LPS.  

Une autre étude a évalué l’activité anti-inflammatoire de deux fruits exotiques 

couramment utilisés en Asie du Sud-Est, riches en molécules bioactives, le durian et le 

rambutan sur des U937 différenciées en présence de LPS. Les extraits éthanoliques de 

durain ont permis de diminuer significativement la sécrétion des cytokines TNF-α et IL-8. 

Les extraits de rambutan, quant à eux ont une tendance à diminuer la sécrétion de TNF-

α. Cette étude mentionnait que cette activité anti-inflammatoire était probablement due 

aux flavonoïdes et à l’acide caféique (Chingsuwanrote et al., 2016). Comparés aux 

résultats obtenus dans notre étude, les surnageants des macérations témoins 

présentent une activité anti-inflammatoire supérieure à celle observée pour le durian et 

le ramboutan. D’autres études ont été réalisées sur des macrophages RAW 264,7 

inflammées au LPS. Des extraits de narirutine, un flavonoïde provenant de citron, ont 

permis de diminuer la sécrétion des cytokines IL-1β et TNF-α de façon significative (Ha et 

al., 2012). Enfin, une étude a mesuré l’activité anti-inflammatoire des prunelles sur les 

neutrophiles PBMC en présence de LPS. Les différents extraits mis au contact des 

neutrophiles ont permis de diminuer la sécrétion des trois mêmes cytokines que celles 

étudiées dans notre étude, soit le TNF-α, l’IL-8 et l’IL-10. De plus, l’acide chlorogénique a 

été utilisé comme témoin positif, et a montré une diminution de la sécrétion des trois 

cytokines, et ce, de manière significative pour TNF-α et IL-8 à partir de 25 µM (Magiera et 

al., 2022). L’ensemble de ces études suggèrent que les molécules potentiellement 
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responsables de l’activité anti-inflammatoire sont les acides phénoliques comme l’acide 

caféique et chlorogénique ainsi que les LST. 

Une fois fermentées, les épluchures d’endives ont tendance à diminuer la sécrétion des 

trois cytokines. En comparaison, une étude a montré que des extraits méthanoliques, 

issus de la fermentation du kimchi de moutarde par L. plantarum, inhibaient la sécrétion 

du TNF-α et d’IL-6 par les macrophages RAW 264.7 inflammés au LPS, exerçant ainsi une 

activité anti-inflammatoire plus importante après fermentation (Le et al., 2020).  

Par rapport à notre étude, la fermentation du kimchi a permis une meilleure activité anti-

inflammatoire que celle des épluchures d’endives. Une autre étude, portant sur la 

fermentation du lait de soja combiné à une céréale Taiwanaise appelée Alday par des 

L. plantarum, a montré une diminution très légère de la sécrétion des cytokines  

pro-inflammatoires TNF-α, IL-1β et IL-6 par des macrophages inflammés au LPS par 

rapport aux échantillons non fermentés (Wu et al., 2013). L’ensemble des études 

montrent que la fermentation n’améliore pas toujours l’activité anti-inflammatoire. 

Différentes équipes de recherches se sont également intéressées à l’effet de la 

fermentation sur certains TLR comme le TLR4. Ali et al., a étudié l’activité anti-

inflammatoire des fruits d’aronia, contenant une quantité importante de polyphénols, 

fermentés par L. plantarum. Les résultats ont montré une diminution de l’expression de 

l’ARNm des cytokines TNF-α, IL-6, et IL-1β des cellules RAW 264,7 en présence de LPS, 

mais également une diminution significative et dose-dépendante de l’expression de 

l’ARNm des TLR4  (Ali et al., 2021). En effet, la voie de signalisation TLR4/NF-κB, joue un 

rôle essentiel dans la réponse inflammatoire. Le TLR4 reconnait certains motifs 

spécifiques des bactéries et NF-κB régule l'expression des gènes impliqués dans la 

réponse inflammatoire. Cibler cette voie peut donc être efficace afin d’atténuer 

l’inflammation intestinale. Les acides hydroxycinnamiques de la chicorée et de l’endive 

ont cette capacité une fois dans la lumière intestinale. Dans cette famille, l’acide 

chlorogénique, le plus référencé dans la bibliographie, permet de réduire l’expression des 

cytokines IL-1β, IL-6, TNF-α dans la muqueuse du jéjunum et de l’iléon, et augmente 

l’expression des régulateurs négatifs de l’inflammation comme le suppresseur de la 

signalisation des cytokines 1 et de la protéine d'interaction Toll. L’acide chlorogénique 

inhibe également la phosphorylation de NF-κB, ainsi que de la voie de signalisation 
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TLR4/NF-κB. L’acide caféique joue aussi un rôle essentiel, en diminuant la production de 

cytokines pro-inflammatoire et l’expression de NF-κB (Chen et al., 2018; Arya et al., 2020; 

Yu et al., 2022). Ces travaux de recherches montrent que les acides hydroxycinnamiques 

présents dans les épluchures d’endives pourraient être en partie responsables de 

l’activité anti-inflammatoire en inhibant l’expression des TLR4. 

6. Impacts de la digestion et du passage de la barrière 
intestinale sur les activités antioxydantes 

Pour un ingrédient à visée santé, il est essentiel de déterminer la biodisponibilité des 

acides hydroxycinnamiques dans l’intestin ainsi que l’impact de la digestion sur leur 

activité antioxydante. Dans ce cadre, les surnageants des fermentations réalisées en 

bioréacteurs ont été soumis à une DGIS, puis mis au contact d’un modèle de barrière 

intestinale, constitué d’une coculture de cellules Caco-2 et HT29-MTX cultivées sur 

inserts, afin de vérifier si l’activité antioxydante était toujours présente après la digestion 

puis après le passage au travers de l’épithélium intestinal.  

Dans notre étude, les digestats des surnageants de fermentation ont conservé une 

activité antioxydante sur la lignée cellulaire HepG2. En effet, les surnageants des 

macérations contrôles et des fermentations par les souches 31c, 46a et RC16 ont montré 

des activités significatives après digestion avec une diminution de la production d’ERO 

induite par l’AAPH de 85 %. Une étude portant sur l’activité anti-inflammatoire avant et 

après digestion a été réalisée à partir de décoction de farine de chicorée. Ces résultats 

ont montré des effets similaires aux nôtres car la digestion n’a pas impacté l’activité  

anti-inflammatoire de la décoction de farine de chicorée (Pouille, 2022). D’autres travaux 

ont également étudié l’impact de la digestion gastro-intestinale des acides 

hydroxycinnamiques sur l’activité antioxydante au niveau des cellules HepG2. Par 

exemple, la digestion d’agrumes a montré que la concentration des acides vanillique et 

p-coumarique diminuait tandis que celle de l’acide férulique augmentait. L’activité 

antioxydante mesurée sur les cellules HepG2 était significativement plus importante 

après digestion, bien qu’aucun acide hydroxycinnamique n’ait été détecté dans les 

cellules (Sun et al., 2019). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces résultats : l’acide 
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férulique, potentiellement responsable de l’activité antioxydante, pourrait exercer cette 

activité sans être internalisé, être dégradé dans les cellules, ou ne pas être responsable 

de l’activité observée. Cette étude présente des résultats contradictoires à la nôtre car la 

digestion des surnageants de fermentation ont une activité similaire avant et après 

digestion. Une autre étude qui portait sur la digestion de rhizomes de Ligusticum 

chuanxiong a montré que la digestion améliorait l’activité antioxydante mesurée par la 

méthode DPPH, ainsi que par la méthode DCFH2-DA, sur les cellules HepG2. De plus, 

des recherches préliminaires ont montré que l’acide férulique serait le principal 

responsable de l’activité antioxydante au niveau cellulaire (Ge et al., 2018). Cependant, 

d’autres études proposent des hypothèses divergentes. Par exemple, la digestion de dix 

fleurs comestibles a montré une réduction du contenu en polyphénols, accompagnée 

d’une perte significative d’activité antioxydante mesurée par la méthode DPPH. Il en est 

de même pour le maté qui perd 25 % de son activité antioxydante mesurée sur les cellules 

HepG2 après digestion (Boaventura et al., 2015; Huang et al., 2017). Enfin, une étude a 

examiné l’impact de la DGIS par le protocole de digestion in vitro statique INFOGEST sur 

les phénols et l’activité antioxydante des mûres. La digestion gastro-intestinale a 

provoqué une diminution de 68 % des polyphénols ainsi qu’une perte de 50 % de l’activité 

antioxydante (Sánchez-Velázquez et al., 2021). Il est difficile de conclure quant à l’impact 

de la digestion sur les acides hydroxycinnamiques et leur activité, car ce dernier dépend 

à la fois des matrices et des individus. Cependant dans notre étude, contrairement aux 

précédentes, la digestion n’affecte pas l’activité antioxydante des surnageants de 

fermentation. 

Une fois l’impact de la digestion sur l’activité antioxydante évalué, les surnageants de 

digestion ont été mis au contact de la coculture Caco-2/HT29-MTX, qui simule la barrière 

intestinale. L’activité antioxydante présente dans les compartiments basolatéraux 

obtenus après passage de la coculture, a ensuite été mesurée sur les cellules HepG2. 

Une diminution de 50 % de l’activité après le passage de la barrière intestinale a été 

observée mais cette activité était toujours présente, réduisant la quantité d’ERO induite 

par l’AAPH de 75 %. De plus, l’activité antioxydante a respectivement été améliorée de 5, 

9 et 12 % après fermentation des épluchures d’endives par les souches 31c, RC16 et 46a 

en comparaison aux macérations contrôles. Les principales molécules de l’endive 
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responsables de l’activité antioxydante sont les acides hydroxycinnamiques. L’activité 

présente dans le compartiment basolatéral est donc probablement due au passage de 

ces acides au travers de l’épithélium intestinal. Certaines études ont investigué la 

capacité des acides hydroxycinnamiques à passer la barrière intestinale. L’acide 

chicorique, isolé pour la première fois à partir de la chicorée, est un acide considéré 

comme faiblement biodisponible. En effet, son absorption intestinale a été évaluée à 2 % 

chez le rat (Wang et al., 2022). Il en est de même pour l’acide férulique qui a une 

biodisponibilité faible (Li et al., 2011). D’autres acides comme l’acide p-coumarique ont 

une biodisponibilité plus importante mais leur demi-vie au sein de l’organisme est très 

courte. Elle a ainsi été évaluée à 15,9 minutes chez le rat (Ferreira et al., 2019). L’acide 

chlorogénique est l’un des acides hydroxycinnamiques les plus biodisponibles. Une 

étude réalisée sur l’Homme a montré que la consommation de café induisait deux pics 

d’acide chlorogénique dans le sang, un premier entre 30 minutes et 1 h, et un second 

entre 1 h 30 et 4 h (Lu et al., 2020). L'absorption des acides hydroxycinnamiques se fait à 

la fois sous forme intacte au niveau de l’intestin grêle puis après avoir été métabolisés 

par le microbiote intestinal. La variabilité interindividuelle de ce processus doit être prise 

en compte, car le microbiote, unique à chaque individu, influence la manière dont ces 

acides sont absorbés (Lee et al., 2014). 

En conclusion, il est difficile de prédire l’impact de la digestion gastro-intestinale sur le 

contenu en polyphénols et sur l’activité antioxydante, car ces effets dépendent des 

matrices alimentaires, de la bioaccessibilité des acides hydroxycinnamiques et de leur 

biodisponibilité. Dans ce projet, la digestion gastro-intestinale n’a que peu affecté 

l’activité antioxydante qui a même été retrouvée après passage de la barrière intestinale. 

Ces résultats sont donc très encourageants pour le développement de l’ingrédient santé. 
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Ce projet de thèse, mené en partenariat entre l’UMRt 1158 BioEcoAgro et l’entreprise 

VF Bioscience dans le cadre de la Chaire Industrielle Charles Viollette, avait pour objectif 

de développer un ingrédient aux propriétés antioxydantes et hépato-protectrices à partir 

de la fermentation lactique de co-produits issus des filières de l’endive et de la chicorée.  

La première étape a consisté à isoler des Lactobacillus à partir du biote de l’endive afin 

de les utiliser pour fermenter les différents co-produits. Pour cela, des isolements du 

biote externe de l’endive ainsi que des macérations en milieu MRS ont été réalisés.  

Au total, 36 souches ont été isolées, et 16 d’entre elles ont pu être identifiées de manière 

certaine au niveau du genre et de l’espèce. Parmi ces 16 souches, trois ont été identifiées 

comme appartenant à Limosilactobacillus reuteri. Ces souches proviennent des 

macérations effectuées en milieu MRS à partir de racines récoltées en champs.  

Par la suite, un premier criblage a été réalisé afin de sélectionner le co-produit à utiliser 

parmi les épluchures d’endives, les épluchures de Carmines®, le marc de chicorée et les 

fines de cossettes non torréfiées. Les fermentations ont été réalisées avec les trois 

souches de Limosilactobacillus reuteri précédemment isolées des racines en champs, 

ainsi que six souches de Lactiplantibacillus plantarum issues de la collection de 

VF Bioscience. Les critères de sélection du co-produit incluaient la croissance 

bactérienne, les activités antioxydantes et hépato-protectrices, ainsi que la teneur en 

acides hydroxycinnamiques. Les co-produits ayant permis la croissance bactérienne la 

plus importante étaient les épluchures d’endive et de Carmine®, présentant des résultats 

comparables en termes d’activité antioxydante. Toutefois, seules les fermentations des 

épluchures d’endives ont montré un effet hépato-protecteur sur les cellules HepG2.  

Par conséquent, les épluchures d’endives ont été choisies pour la suite du projet.  

Un criblage des 9 souches de Lactobacillus a ensuite été réalisé. Pour ce faire, toutes les 

fermentations ont été effectuées à l’échelle de la fiole d’Erlenmeyers. Afin de 

sélectionner les souches les plus prometteuses, des mesures de croissance et des 

activités anti-inflammatoires et antioxydantes ont été réalisées à l’aide de tests 

biochimiques et cellulaires. À l’issue de ce deuxième criblage, trois souches ont été 

retenues : 31c, 46a et RC16.  
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Après avoir sélectionné les couples optimaux co-produit/souches (EEBU/31c ; EEBU/46a 

et EEBU/RC16), les paramètres de fermentation ont été améliorés. L’effet de la 

concentration en épluchures d’endives dans le milieu a tout d’abord été évalué, mais 

aucune différence significative n’a été observée parmi les concentrations testées. Par 

souci de praticité, une concentration de 25 g.L-1 a été retenue. Ensuite, différents temps 

de fermentation ont été comparés, et la durée de 24 heures a été choisie. En effet, bien 

que la phase de croissance exponentielle ne dépasse pas 12 heures, les bioactivités 

mesurées étaient plus élevées après 24 heures de fermentation. Enfin, différentes 

concentrations d’inoculum bactérien ont été testées. Comme attendu, la croissance a 

été plus importante avec l’inoculum le plus concentré, correspondant à une DO600 nm de 

3 (10 X). Toutefois, les bioactivités obtenues avec les concentrations de 5 X et 10 X n’ont 

montré aucune différence significative. Par conséquent, un inoculum de 5 X a été 

sélectionné afin de faciliter la réalisation des fermentations à petite et grande échelle.  

Après avoir sélectionné de nouveaux paramètres de fermentation, les expériences se 

sont portées sur l’optimisation des conditions de croissance. Un premier test a permis 

d’identifier les auxotrophies en acides aminés et en vitamines des trois souches 

sélectionnées. Ce test a révélé des auxotrophies pour la valine, la leucine, la méthionine 

et la vitamine B5. Pour remédier à ces carences, de l’extrait de levure a été ajouté au 

milieu de fermentation, ce qui a permis une augmentation notable de la croissance des 

souches de Lactobacillus. Néanmoins, ce point demandera des investigations futures. 

Après avoir sélectionnées les épluchures d’endives, les trois souches de Lactobacillus et 

améliorés certains paramètres, des fermentations à l’échelle du bioréacteur de 300 mL 

ont été réalisées. Les surnageants de ces fermentations ont ensuite été soumis à une 

digestion gastro-intestinale in vitro, et mis en contact avec une coculture de cellules 

Caco-2/HT29-MTX simulant la barrière intestinale afin d’étudier leur impact sur l’activité 

antioxydante. Cette dernière a donc été évaluée après chaque étape du processus : la 

fermentation, la digestion gastro-intestinale et le passage de la barrière intestinale. Les 

activités antioxydantes sont restées relativement élevées, bien que les écarts entre les 

surnageants des macérations contrôles et ceux issus des fermentations se soient réduits 

au fil des étapes. Toutefois, des améliorations notables de l’activité antioxydante sur les 

cellules HepG2, après passage de la barrière intestinale, ont été observées par rapport 
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aux macérations contrôles, avec des augmentations respectives de 5, 9 et 12 % pour les 

souches 31c, RC16 et 46a. 

En conclusion, la fermentation lactique permet de valoriser les épluchures d’endives en 

améliorant leur activité antioxydante sur des lignées cellulaires hépatiques et 

intestinales, tout en montrant une bonne résistance à la digestion gastro-intestinale et au 

passage de la barrière intestinale. L’ensemble de ces résultats est prometteur pour le 

développement d’un ingrédient santé innovant (Figure 49). 

 

 

Figure 49 : Schéma récapitulatif de la démarche scientifique et des principaux résultats de la thèse. 

Ce projet a permis d'isoler trois souches de Limosilactobacillus reuteri à partir des co-produits de l'endive. 
Ces souches, ainsi que celle de L. plantarum issues de la collection de VF Bioscience ont été utilisées pour 
fermenter les co-produits de chicorée et d’endives. A l’issue de ces fermentations, les épluchures d’endives 
et les souches 31c, 46a et RC16 ont été sélectionnées pour leur potentiel. Par la suite, les paramètres de 
fermentation ont été optimisés, et les conditions de croissance des Lactobacillus ont été améliorées. En 
parallèle, l’impact de la digestion gastro-intestinale et du passage de la barrière intestinale, simulée par la 
coculture de cellules intestinales, ont été évalués. Ces expériences ont montré une préservation des 
activités antioxydante et hépato-protectrice des fermentations.  

 

Les prochaines étapes de ce projet consisteront à vérifier l’activité anti-inflammatoire des 

fermentations réalisées en bioréacteurs, après la digestion gastro-intestinale et le 

passage au travers de la barrière intestinale. Par ailleurs, le retraitement informatique des 

données obtenues suite à l’analyse HPLC-MS/MS des surnageants de fermentation, de 
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digestion gastro-intestinale et après le passage de la barrière intestinale est en cours.  

Ces résultats fourniront des informations sur les molécules potentiellement 

responsables des activités observées. Les surnageants de fermentation, de digestion 

ainsi que le contenu basolatéral provenant des expériences de passage de la barrière 

intestinale sont des échantillons très complexes, contenant une grande quantité de 

molécules, parfois difficiles à identifier. Afin d’identifier les molécules responsables des 

activités biologiques observées, il serait nécessaire de fragmenter les surnageants afin 

d’identifier les molécules actives. À cette fin, des extractions assistées par ultrasons, à 

l’aide d’alcool ou de méthanol, pourraient être utilisées (Pradal et al., 2016; Luntraru et 

al., 2022). D’autres techniques d’extraction sans solvant peuvent être utilisées comme 

les extractions par ultrasons, micro-ondes, champs électriques pulsés ou utilisant 

certaines enzymes (Panja, 2018). 

À plus long terme, d’autres perspectives pourraient être envisagées, telles qu’une 

optimisation complète du milieu de fermentation. Bien que l’extrait de levure ait permis 

d’optimiser la croissance des Lactobacillus, le milieu de fermentation pourrait encore 

être enrichi par d’autres composés comme une source de sucre (carbone) facilement 

fermentescible. Après cette supplémentation, il sera essentiel de vérifier que l’ajout de 

sucres fermentescibles ne favorise pas uniquement la production d’acide lactique, mais 

qu’il contribue également à améliorer la croissance des Lactobacillus, dans le but 

d’augmenter les activités biologiques d’intérêts.  

En plus de cette optimisation, il serait pertinent d’explorer la combinaison de plusieurs 

souches de Lactobacillus afin de déterminer si des effets synergiques pourraient 

améliorer les activités des surnageants de fermentation, que ce soit par l’augmentation 

de la quantité ou par la diversité des molécules actives produites. Une étude a évalué la 

fermentation de jus de poire en mono et biculture de bactéries lactiques. Les 

fermentations avec une seule souche ont montré de bons résultats, mais une des trois 

combinaisons testées a permis une meilleure prolifération des souches dans le milieu de 

fermentation, ainsi qu’une activité antioxydante plus importante que celle obtenue en 

monoculture (Wang et al., 2021).   

Ensuite, il serait intéressant de regarder le mode d’action des molécules bioactives et les 

mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les bioactivités observées.  
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Pour cela, il serait pertinent d’étudier l’expression des ARNm de TLR4 au niveau cellulaire 

afin de déterminer si l’activité observée est due aux polyphénols. Les récepteurs TLR, en 

particulier TLR4, reconnaissent généralement les motifs moléculaires associés aux 

pathogènes. Certains polyphénols peuvent inhiber ces TLR4 ou d’autres molécules 

impliquées dans la voie de signalisation TLR4/NF-κB, et ainsi exercer une activité anti-

inflammatoire via les TLR4 (Figure 50) (Arya et al., 2020; Coutinho-Wolino et al., 2022; Yu 

et al., 2022). L’utilisation de ces anticorps anti-TLR pourrait donc permettre de mieux 

comprendre les mécanismes d’action des polyphénols de l’endive sur les cellules  

Caco-2 et HepG2.  

 

Figure 50 : Interactions des polyphénols avec la voie de signalisation TLR4/NF-κB (Yu et al. 2022). 

 : inhibition,  : activation. De nombreuses classes de polyphénols sont capables 
d’inhiber les TRL4 ainsi que d’autres médiateurs qui activent la voie de signalisation TLR4/NF-κB, 
empêchant ainsi l’activation de la réponse inflammatoire, la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et 
d’enzymes anti-inflammatoires.  

 

D’autres méthodes pourraient être utilisées pour mieux comprendre certains 

mécanismes d’action. La cytométrie en flux permet d’analyser certains marqueurs 

présents à la surface ou à l’intérieur des cellules, ainsi que de détecter des ARNm à l’aide 

de fluorochromes. Cette méthode permettrait d’identifier des changements potentiels au 

sein des cellules lorsqu’elles sont exposées aux surnageants de fermentation.  
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L’activité antioxydante étant au cœur de ce projet, différents tests enzymatiques 

pourraient être mis en place pour comprendre les mécanismes d'action des molécules 

actives, telles que les polyphénols, sur les cellules. Pour cela, des enzymes impliquées 

dans les processus d'oxydation, comme la catalase, la superoxyde dismutase, la 

glutathion peroxydase, la lactate déshydrogénase ou la NADPH oxydase, pourraient être 

quantifiées (Gülçin, 2020). De plus, l’utilisation de RNA seq serait intéressante afin de 

quantifier l’expression des gènes codant pour les enzymes impliquées dans le stress 

oxydatif mentionnées ci-dessus, ainsi que les gènes associés à des voies de signalisation 

comme Nrf2 ou Keap1 (Figure 51) (Li et al., 2018).   

 

Figure 51 : Perspectives envisagées pour la suite du projet. 

L’optimisation de la fermentation, notamment par la supplémentation du milieu de culture en glucose et la 
fermentation par plusieurs souches de Lactobacillus, pourraient améliorer l’activité antioxydante. Afin de 
mieux comprendre les mécanismes d’action des surnageants de fermentation sur les cellules et 
d’identifier les molécules responsables des activités biologiques, des analyses par cytométrie en flux et 
des tests enzymatiques pourraient être menés. De plus, l’étude de l’expression génique pourrait apporter 
des informations sur l’impact des surnageants de fermentation sur certaines voies de signalisation comme 
TLR4/NF-κB. 

 

L’objectif de cette étude est de développer un ingrédient santé à partir de la fermentation 

lactique de co-produits de chicorée et d’endives. Les résultats obtenus montrent que la 

fermentation des épluchures d’endives par les souches de Lactobacillus permet 

d’améliorer leur activité antioxydante. De plus, cette activité est conservée après la 

digestion gastro-intestinale et le passage de la barrière intestinale. Ces résultats sont 

donc encourageants pour le développement de cet ingrédient antioxydant en question.   
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Annexe 1 : Impact de la stérilisation par autoclave sur les profils phénoliques des épluchures 
d’endives. 

En vert : épluchures d’endives non autoclavées, en rouge : épluchures d’endives autoclavées. Le milieu est 
composé d’épluchures d’endives broyées au blender et à l’ULTRA-TURRAX® en PBS et filtré. 
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Annexe 2 : Caractérisation des surnageants de fermentations d'épluchures d'endives réalisées en 
Deepwell. 

Quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation des épluchures d’endives, 
obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell. Statistiques : les valeurs sont les moyennes ± 
écarts-types (N=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn ont été effectués en comparant les 
valeurs obtenues aux macérations contrôles, p * <0,05, p **** <0,0001. 
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Annexe 3 : Caractérisation des surnageants de fermentations d'épluchures de Carmines® réalisées 
en Deepwell. 

Quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation des épluchures de 
Carmines®, obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell. Statistiques : les valeurs sont les 
moyennes ± écarts-types (N=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn a été effectué en 
comparant les valeurs obtenues aux macérations contrôles, p * <0,05, p ** <0,01, p **** <0,0001. 
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Annexe 4 : Caractérisation des surnageants de fermentations de marc de chicorée réalisées en 
Deepwell. 

Quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation du marc de chicorée, 
obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell. Statistiques : les valeurs sont les moyennes ± 
écarts-types (N=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn a été effectué en comparant les 
valeurs obtenues aux macérations contrôles, p * <0,05, p ** <0,01, p **** <0,0001. 
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Annexe 5 : Caractérisation des surnageants de fermentations des fines de cossettes non torréfiées 
réalisées en Deepwell. 

Quantité relative des composés identifiés dans les surnageants de fermentation des fines de cossettes non 
torréfiées, obtenus à partir des fermentations réalisées en Deepwell.Statistiques : les valeurs sont les 
moyennes ± écarts-types (N=3). Un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de Dunn a été effectué en 
comparant les valeurs obtenues aux macérations contrôles, p * <0,05, p ** <0,01, p *** <0,001. 
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Annexe 6 : Masses sèches des surnageants de fermentations réalisées en bioréacteurs. 

Masses sèches réalisées à l’aide d’un dessiccateur automatique, (N=3). 
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Résumé  
Les chicorées (Cichorium intybus), telles que l’endive et la chicorée dite industrielle, sont 
majoritairement cultivées dans les Hauts-de-France. Ces plantes présentent de nombreux 
bienfaits pour la santé humaine, notamment des propriétés antidiabétiques, anti-
inflammatoires, hépato-protectrices, antioxydantes, et prébiotiques. Ces activités sont 
attribuées à des composés tels que l’inuline, les polyphénols et les lactones sesquiterpènes. La 
production de chicorées génère plus de 400 000 tonnes de co-produits par an, habituellement 
destinés à l’alimentation animale. Afin de mieux valoriser ces co-produits, la fermentation 
lactique représente une approche intéressante. En effet, les bactéries lactiques possèdent des 
enzymes capables de dégrader les matrices végétales, améliorant ainsi leurs bioactivités. Ce 
projet de thèse a pour objectif le développement d’un ingrédient santé à partir de la fermentation 
lactique des co-produits de chicorées. Le premier axe a porté sur le développement d’un procédé 
de fermentation des co-produits de chicorée par les souches de Lactobacillus issues de la 
collection de VF Bioscience ou du biote de l’endive. Les couples souches/co-produits, les 
conditions de fermentation ainsi que l’amélioration de la croissance des Lactobacillus ont été 
étudiés. De même, les activités antioxydantes, hépato-protectives et anti-inflammatoires des 
produits de fermentation ont été évaluées par des tests biochimiques et cellulaires. Le second 
axe s’est concentré sur l’étude de l’impact de la digestion gastro-intestinale et du passage de la 
barrière intestinale sur les activités des produits de la fermentation, ainsi que sur leur 
caractérisation à chaque étape du processus. Pour ce faire, les produits de la fermentation ont 
été digérés in vitro et mis au contact avec une coculture de cellules Caco-2 et HT29-MTX cultivées 
sur inserts, afin de simuler la barrière intestinale. Les activités antioxydantes, hépato-
protectrices et anti-inflammatoires ont ensuite été évaluées sur différentes lignées cellulaires. 
Ce projet a montré que la fermentation lactique des co-produits de chicorée permet d'améliorer 
certaines de leurs bioactivités, et que ces activités sont peu affectées par la digestion gastro-
intestinale.  

Mots clés : co-produits de chicorée, valorisation, bioactivités, Lactobacillus, fermentation. 

Abstract 
Chicories (Cichorium intybus), such as endive and industrial chicory, are primarily cultivated in 
the Hauts-de-France region. These plants offer numerous health benefits, including antidiabetic, 
anti-inflammatory, hepatoprotective, antioxidant, and prebiotic properties. These activities are 
attributed to compounds such as inulin, polyphenols, and sesquiterpene lactones. Chicory 
production generates over 400,000 tons of co-products annually, which are usually intended for 
animal feed. To better valorize these co-products, lactic fermentation presents an interesting 
approach. Indeed, lactic acid bacteria possess enzymes capable of degrading plant matrices, 
thereby improving their bioactivities. The aim of this doctoral project is to develop a health 
ingredient from the lactic fermentation of chicory co-products. The first axis focused on 
developing a fermentation process for chicory co-products using Lactobacillus strains from the 
VF Bioscience collection or from the endive microbiota. The strain/co-product combinations, 
fermentation conditions, and optimization of Lactobacillus growth were studied. Additionally, the 
antioxidant, hepatoprotective, and anti-inflammatory activities of the fermentation products were 
evaluated through biochemical and cellular assays. The second axis focused on studying the 
impact of gastrointestinal digestion and the passage through the intestinal barrier on the activities 
of the fermentation products, as well as their characterization at each stage of the process. To do 
this, the fermentation products were digested in vitro and exposed to a co-culture of Caco-2 and 
HT29-MTX cells grown on inserts to simulate the intestinal barrier. Antioxidant, hepatoprotective, 
and anti-inflammatory activities were then evaluated on various cell lines. This project 
demonstrated that the lactic fermentation of chicory co-products enhances some of their 
bioactivities and that these activities are minimally affected by gastrointestinal digestion. 

Key words: chicory by-products, valorization, bioactivities, Lactobacillus, fermentation. 


