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Résumé

Résumé

La versatilité des bienfaisances des probiotique/prébiotique incite a leur intégration
synergique en un seul nutraceutique par la création de nouveaux aliments novateurs. Ce
travail répond ainsi par formulation et caractérisation d’une boisson synbiotique jus de
potiron : lactosérum : Bacillus subtilis. Les matiéres premiéres étaient conformes aux normes.
L’analyse sensorielle a permis d’adopter la combinaison lactosérum : jus (C 65/35, v/v) pour
ses qualités degustatives, odorantes et apparentes favorables. En outre, cette boisson était
exempte de toute contamination fongique ou bactérienne, avec un pH et une acidité de
(5.99+0.08, 14.86+0.63%), une densite et TSS de (1.055+0.00, 11.99+0.01°Brix). La teneur
des polyphénols, flavonoides et caroténoides a touché successivement (0.63+£0.006
mgEAG/mI, 0.44+£0.006 mgEQ/mI, 2.15+0.007 mg/ml), ce qui a mene vers une activité anti-
radicalaire de 55.49%. La conservation a 4°C pendant 4 semaines n’a abaissé concrétement
que les métabolites secondaires. Cependant, le pH, la densité, les TSS restaient presque
stables ou peu modifiés. Or, I’activité antioxydante a connu une élévation vers 88.02% au 78me
jour de conservation, tout en gardant un effet moins fort que la vitamine C durant le stockage.
Similairement, le potentiel probiotique a été bien préservé durant toute cette période au-dela
de la dose minimale & effet (5.02 x 10° UFC/ml). La boisson formulée a fait preuve d’une

bonne qualité nutritive et fonctionnelle, conformément aux normes courantes.

Mots clés : lactosérum, potiron, synbiotique, B. subtilis, boisson.



Abstract

Abstract

The versatility of probiotic/prebiotic benefits encourages their synergistic integration
into a single nutraceutical through the creation of innovative new foods. Thus, this work
responds by formulating and characterizing a synbiotic pumpkin juice: whey: Bacillus subtilis
beverage. Raw materials complied with the standards. The sensorial analysis led to the
adoption of the ratio whey: juice (C 65/35, v/v) its favorable taste, smell, and appearance
qualities. Furthermore, this drink was free from any fungal or bacterial contamination, with a
pH and acidity of (5.99+£0.08, 14.86+0.63%), and a density and TSS of (1.055+0.00,
11.99+0.01°Brix). The polyphenols, flavonoids and carotenoids content reached successively
(0.63+0.006 mgEAG/mI, 0.44+0.006 mgEQ/mI, 2.15+0.007 mg/ml), leading to an anti-radical
activity of 55.49%. Storage at 4°C for 4 weeks reduced only the secondary metabolites.
However, the pH, density and TSS remained almost stable or slightly modified. Moreover, the
antioxidant activity increased to 88.02% on the 7" day of storage, maintaining a weaker effect
than vitamin C during storage. Similarly, the probiotic potential was well-preserved
throughout this period, remaining above the minimum effective dose (5.02 x 10° CFU/mI).
The formulated beverage demonstrated good nutritional and functional quality in accordance

with customary standards.

Keywords: whey, pumpkin, synbiotic, B. subtilis, beverage.
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Introduction

Introduction

L’évolution industrielle du secteur alimentaire ne reste, vraisemblablement, pas sans
risques néfastes pour l'environnement et la santé publique. Une raison pour laquelle les
chercheurs tentent incessamment d’innover de nouveaux procédés et techniques qui visent a
limiter les conséquences polluantes des sous-produits de ces industries, voire méme, d’en tirer
profit en les exploitant en tant que matiéres premieres a finalité économique (Boudjema et al.,
2009).

De par ses émissions massives de lactosérum allant de 4 a 12 kg rejetés pour chaque
kilogramme de fromage produit, I'industrie laitiére est I'une des plus polluantes, constituant ainsi
une menace réelle sur I’environnement, et imposant par conséquence de trouver en urgence des
solutions non seulement permanentes, mais aussi efficaces (Bozani¢ et al., 2014; Juliano et
Clarke, 2013).

Dans ce sens, ’orientation vers I’industrie des boissons pour absorber le lactosérum rejeté
est I’une des nouvelles fagons prometteuses de valorisation. L’incorporation du lactosérum dans
des jus de fruits ou de légumes, additionnés parfois de composants bioactifs et/ou probiotiques,
meéne vers des nouvelles combinaisons renforcant leurs qualités diététiques et thérapeutiques ; les

breuvages nutraceutiques (Boudjema et al., 2009).

Sur cette optique, ce travail prévoit de valoriser le lactosérum doux par son
additionnement a un jus de potiron, avant de I’inoculer par une souche potentiellement

probiotique; Bacillus subtilis.

Ce fruit de terroir avec sa chair vibrante d’orange, pas trés commun sous forme de jus, se
produit récemment en grandes quantités dans les régions voisines, et se consomme localement a
fréquence réguliére ou il s’accompagne avec une richesse en o et 3-carotene, glucides, vitamines
et minéraux, mais aussi avec une haute action thérapeutique incluant le renforcement du systeme
immunitaire et de la santé digestive, et du maintien de la vision (Giampieri et al., 2017; Shukla
et al., 2013; Singh, 2012). Cependant, I’usage du probiotique Bacillus subtilis & habilité
fermentative impressionnante et stabilité remarquable vis-a-vis de la chaleur ou du pH gastrique
bas, confere un avantage technologique et diététique par rapport a d'autres micro-organismes
(Alexopoulos et al., 2004; Caulier, 2019; Mingmongkolchai et Panbangred, 2018).

Ce mémoire consacre une synthése bibliographique présentant des généralités sur les
aliments fonctionnels, le lactosérum et le potiron (Cucurbita maxima). La deuxiéme partie,

appelée expérimentale, récapitule le matériel et les méthodes d’analyses adoptées, ainsi qu’une
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illustration des résultats obtenus et de leur discussion. Le manuscrit s’achéve par une conclusion

incluant les perspectives a envisager.
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I. Partie bibliographique

1.1. Les aliments fonctionnels

Le concept d’aliment fonctionnel est né au Japon dans les années 1980. Ils sont définis
comme étant des produits qui ont été modifiés ou enrichis a I’aide des substances naturelles qui
ont des effets préventifs ou avantageux pour la santé (Butnariu et Sarac, 2019; Diaz et al.,
2020).

Ces aliments jouent un role particulier car leur objectif n'est pas seulement d'apaiser la
faim et de fournir aux gens les nutriments nécessaires, mais aussi d'améliorer les performances,
le bien-étre physique et mental des consommateurs et/ou réduire les risques des maladies liées a
la nutrition (Menrad, 2000).

Ceux-ci peuvent étre enrichis en probiotiques, prébiotiques, ou étre des synbiotiques. La
plupart de ces aliments sont encore des produits laitiers, bien que les produits non laitiers ou

ceréaliers commencent & se développer (Salmerén, 2017).
I.1.1. Les probiotiques

Le terme probiotique qui signifie « pour la vie » se définit comme « des micro-organismes
vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, exercent des effets bénéfiques sur
la santé de I'n6te » (Argyri et al., 2012; Lopes et al., 2023).

Pour étre considéré comme un probiotique, un micro-organisme doit remplir plusieurs
criteres (Picardo et al., 2020; Lopes et al., 2023):

- Il ne doit pas causer de maladie chez I’hdte ;
- Il doit provenir de la méme espece ;
- Il doit pouvoir survivre au passage dans le tractus gastro-intestinal ;

- Il doit maintenir sa vivacité pendant des périodes de stockage prolongées.

Tableau 1.Principales especes microbiennes utilisées comme probiotiques (Bernier, 2010).

Genre Espece
Lactobacillus L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. gasseri, L.
reuterii, L. plantarum, L. sporogenes
Bifidobacterium B. longum, B. breve, B. infantis, B. bifidum, B. adolescentis
Lactococcus L. cremoris, L. lactis
Enterococcus E. faecium
Streptococcus S. thermophilus
Pediococcus P. acidilactici
Bacillus B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. clausii,
B.laterosporus, B. pumilus
Saccharomyces S. cerevisiae, S. cerevisiae var boulardi
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Les microorganismes les plus souvent utilisés comme probiotiques sont des bactéries
lactiques a I’image de Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptocuccus, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc et Pediococcus, mais il est possible de trouver quand méme des
bactéries non lactiques (Escherichia coli Nissle 1917, Bacillus) ou des levures (Saccharomyces)
(Hammache et Yettou, 2018).

1.1.1.1. Impact sur la santé humaine

L'efficacité des probiotiques varie d'une souche a une autre et dépend aussi de la quantité
des bactéries présentes au site d'action. Parmi ces effets bénéfiques figurent I’amélioration de la
digestion du lactose, de la motricité et du transit intestinal, de la prévention contre la constipation
et les diarrhées (aigué infectieuse, du voyageur, due aux antibiotiques). De plus, les probiotiques
réduisent le risque des cancers du c6lon, du foie et du sein, traitent les maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin (MICI), apaisent les symptomes allergiques et renforcent les jonctions
entre les cellules intestinales, ce qui diminue le risque de contracter COVID-19 (Baud et al.,
2020; Guarino et al., 2015; Sanchez et al., 2017).

LIPID METABOLISM
REGULATION

INTESTINAL PRO
INFLAM

FLAMMATORY
CYTOKINES ARE
SUPPRESSED

: - o
OH
- °\ MAINTAINING NORMAL

M
BACTERIA BIND AND

INHIBIT THE GROWTH OF

PATHOGENIC BACTERIA /

2

INCREASED ELECTROLYTE
ABSORPTION

Figure 1. Schéma montrant les principaux effets des probiotiques (Maftei et al., 2024).
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1.1.2. Les prébiotiques

Le terme prébiotique est défini comme un ingrédient alimentaire non digestible qui a un
effet bénéfique sur I'n6te en stimulant la croissance et/ou I'activité d'une ou d'un nombre limité

de bactéries dans le cdlon, ce qui peut améliorer la santé de I'hdte (Zamora-Vega et al., 2012).

La majorité des prébiotiques est issue de la famille des glucides, tels que le lactulose,
I'inuline, les fructo-oligosaccharides, les polydextroses, les amidons résistants ou certaines fibres
(Arnous et al., 2001; Gibson et al., 2004; Roberfroid, 2000).

Pour étre considérés comme prébiotiques, les composes doivent répondre aux critéres
suivants (Wang, 2009) :

- lls ne doivent pas étre hydrolysés ou absorbés par le tractus gastro-intestinal supérieur.

- lls doivent modifier positivement la composition et le fonctionnement de la microflore
gastro- intestinale.

- lls doivent étre fermentés sélectivement avec une ou un nombre limité de bactéries
coliques potentiellement bénéfiques.

- lls doivent avoir des effets positifs démontrés sur la santé humaine.
1.1.2.1. Les bienfaits des prébiotiques

La consommation réguliere de prébiotiques modifie I'équilibre entre les populations
bactériennes dominantes du microbiote colique, ce qui influence favorablement Ile
fonctionnement de l'intestin. lls peuvent ainsi avoir des effets bénéfiques sur la prévention et le
traitement des désordres gastro-intestinaux par réduction de la prévalence et de la durée des
diarrhées infectieuses et celles associées a [I’utilisation des antibiotiques, réduction de
I’inflammation de I’intestin et ’exercice des effets protecteurs pour prévenir le cancer du c6lon
(Gibson et al., 2010; Slavin, 2013).

En plus de cette action immuno-modulatrice intestinale, leur présence améliore la
biodisponibilité et 1’absorption des minéraux y compris le calcium, le magnésium et le fer,
abaisse certains facteurs de risque cardiovasculaire et prévient 1’obésité. Biochimiquement, les
prébiotiques diminuent le taux de lipides sanguins et régulent la glycémie et les hormones
intestinales. A cet égard, ces substances apaisent significativement la diarrhée, le vomissement et
la fievre (Gibson et al., 2010; Slavin, 2013).
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Figure 2. lllustration schématique des sources et des fonctions des prébiotiques (Kaur et al.,
2021).

1.1.3. Synbiotiques

L'utilisation des prébiotiques pour améliorer la survie et la colonisation des bactéries
probiotiques ajoutées aux produits alimentaires a suscité un grand intérét. Les synbiotiques
combinent de maniére synergique les approches probiotiques et prébiotiques (Tableau 2). Cette
combinaison regroupe des micro-organismes vivants accompagnés d'un ou plusieurs substrats
spécifiques, lesquels sont sélectionnés par des micro-organismes hétes pour favoriser la santé de
I'n6te. Ces bactéries hdtes comprennent a la fois des micro-organismes autochtones présents
naturellement chez I’homme, et des micro-organismes allochtones qui proviennent de I'extérieur
par des probiotiques (Swanson, 2020).

Ainsi, la sélection d’une combinaison synbiotique appropriée permet d'évaluer les
activités des bactéries probiotiques en présence de divers prébiotiques, tout en améliorant la
sante et la nutrition. Par exemple, l'utilisation de l'inuline ou des transgalacto-oligosaccharides
(TGOS) en association avec des souches de L. plantarum, L. paracasei, ou B. bifidum inhibe la
croissance de plusieurs bactéries pathogeénes telles que E. coli et Campylobacter jejuni (Cibbar
et al., 2017; Gibson, 2004; Radha et al., 2016; Saad et al., 2012).
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Tableau 2. Différence entre probiotique, prébiotique et synbiotique (Kouadria et al., 2022).

Probiotique Prébiotique Synbiotique
Définition Microorganismes vivants Substrat pour le Produit contenant un
(bactéries ou levures) probiotique probiotique et prébiotique
Syndrome du colon
irritable Systeme immunitaire .
Bienfaits Cancer du colon Absorption des C_orr_1b|nent des, effe_ts
Diarrhée nutriments probiotiques et prébiotiques
Intolérance au lactose
Blﬂ‘?gé%gigélrlil:fm Inuline Lactobacillus, Streptococcus,
Fructane Bifidobacterium
Exemples Streptococcus
Bacillus FOS *
GOS FOS
Enterococcus

Artichaut, Poireau,
Tomate, haricot
rouge, lentille
Banane, Pomme,
Fruits sec, Amande,
Noix, etc.

Produits laitiers, Kéfir,
Aliments Dérivés de soja, Levure de
Biére,....ect

1.2. Potiron (Cucurbita maxima)

L’espéce Cucurbita maxima appartient a la famille des Cucurbitacées, ayant des fruits de
taille, de couleur, de forme et de poids variables. lls ont une écorce modérément dure, avec une
chair épaisse et comestible en dessous, et une cavité centrale pour de nombreuses graines
généralement dodues et de couleur havane ou blanche tendre. La chair orange de la Cucurbita
maxima est destinée a la consommation humaine : comme les soupes, les purées, les confitures et
les tartes dans le monde entier (Alfawaz, 2004)

Tableau 3.Classification classique de la Cucurbita maxima (Caili et al., 2006).

Classification

Régne Plante
Division Spermatophyta
Sous-division Angiospermae
Classe Dicotyledonnae
Sous-classe Poly patella
Série Caliciflorae
Ordre Passiflorales
Famille Cucurbitaceae
Genre Cucurbita
Espéces Maximus

—
~
| —
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1.2.1. Valeur nutritionnelle

Ce fruit est une source précieuse de nutriments puisqu’il contient une grande quantité de
fibres, de vitamines B, C et E, de protéines, de lipides, de minéraux, de stérols, d’acides para-
aminobenzoiques, d’acides gras mono et polyinsaturés, ainsi qu'en oligosaccharides et
polysaccharides fermentescibles qui ont été démontrés pour enrichir des especes clés du
microbiote intestinal. De plus, son profil phytochimique comprend des caroténoides, d’acide y-
aminobutyrique dans les graines et les fruits, des glycosides phénoliques et de I'acide 11E-octa-
octadecatriénoique dans les feuilles et les graines, des flavonoides, des alcaloides, des dérivés
phénoliques, des tanins, des glucides et des saponines (Glew et al., 2006; Liu et al., 2018;
Muchirah et al., 2018; Wahid et al., 2021).

1.2.2. Utilisation
1.2.2.1. Sur le plan nutritionnel

Le potiron est transformé en divers produits alimentaires, tels que des produits de
boulangerie comme le pain aux graines de courge, ainsi que des soupes, des sauces, des produits
extrudés et des épices. Sa couleur naturelle est utilisée dans les mélanges de pates et de farine.
De plus, ses graines fournissent une nourriture sucrée, nutritive, tendre et moelleuse, qui est
utilisée sous forme de snacks dans les pays arabes apres avoir été salées et roties. Elles peuvent
également étre ajoutées a des plats salés et des desserts (Devi et al., 2018).

1.2.2.2. Sur le plan thérapeutique

Ce fruit est reconnu pour plusieurs bienfaits pour la santé, tels que la prévention de la
croissance de I'hypertrophie bénigne de la prostate, la prévention de certains types de cancer, de
maladies cardiovasculaires et de la dégénérescence maculaire, comme il posséde des propriétés

antioxydantes intéressantes grace a la désactivation des radicaux libres (Guing, 2012).

De plus, il a également été signalé comme étant hématinique, analgésique et efficace pour
le traitement des brdlures et traditionnellement utilisé pour soulager I'inflammation intestinale, la
dyspepsie et les troubles digestifs. Grace a la présence de magnésium dans les graines, qui agit
comme un blogueur des récepteurs NMDA, les douleurs aigués et chroniques, notamment les

douleurs nerveuses, peuvent étre réduites (Guiné, 2012; Wabhid et al., 2021).
1.3. Le lactosérum

Le lactosérum est un sous-produit issu essentiellement de la fabrication fromagere.

Traditionnellement, I'opération qui suit I'étape de coagulation consiste a séparer la phase
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coagulée du reste du lait au cours d'une opération d’égouttage, la fraction liquide ainsi recueillie

s'appelle le lactoserum (Bergel et al., 2004).

Les nutriments du lactosérum les plus abondants sont le lactose, les protéines solubles, et
les sels minéraux, mais il contient aussi d'autres composants, tels que l'acide lactique (0.05 %) et
I'acide citrique, des matieres azotées non proteiques (urée et acide urique), et des vitamines du

groupe B (Bergel et al., 2004).
1.3.1. Types de lactosérum

1.3.1.1. Lactosérum doux

Le lactosérum doux est obtenu par coagulation enzymatique du lait ou des caséines a un
pH d'environ 6.5 (Yadav et al., 2015). Le lactosérum doux est moins minéralisé, car lors de la
production fromagere, plus de la moitié du phosphore et des cations divalents sont retenus dans

le caillé (Bozanic et al., 2014).

1.3.1.2. Lactosérum acide

Le lactoserum acide (pH inférieur a 5) est obtenu par la coagulation du lait par ajout
d’acides forts (phosphorique, hydrochlorique, sulfurique, etc.) ou organiques (lactique, citrique)
(Yadav et al., 2015). Contrairement au lactosérum doux, lors d’une coagulation acide, la plupart
des minéraux colloidaux (calcium, phosphate, citrate de calcium et magnésium) se solubilisent et

se retrouvent dans le lactosérum acide (Bozanic et al., 2014).

1.3.2. Composition du lactosérum

La composition et les caractéristiques du lactosérum peuvent varier selon le type de
bétail, le régime alimentaire de I'animal, le lait dont il est issu, les techniques de traitement
utilisées et dautres facteurs environnementaux (Park et al., 2007). Le tableau ci-dessous

présente les différentes moyennes de la composition du lactosérum doux et acide :

Tableau 4.Composition du lactosérum doux et du lactosérum acide (Yadav et al., 2015).

Constituants Lactosérum doux (g/L) Lactosérum acide (g/L)
Solides totaux 63.0-70.0 63.0-70.0
Lactose 46.0-52.0 44.0-46.0
Protéines 6.0-10.0 6.0-8.0
Lipides 5.0 0.4
Lactate 2.0 6.4
Cendres 5.0 8.0
Calcium 0.4-0.6 1.2-1.6
Phosphate 1.0-3.0 2.0-4.5
Chlorures 1.1 1.1
pH 6.5 4.5
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1.3.3. Valorisation du lactosérum

Dans l'industrie laitiere, le lactosérum a longtemps été percu comme un déchet
encombrant et polluant, rejeté dans les effluents et entrainant une pollution environnementale.
Pourtant, ce sous-produit, riche en protéines, lactose et vitamines représente une perte
économique importante s'il n'est pas valorisé (Khodja et Yousfi, 2020). En outre, sa forte
demande biochimique et chimique en oxygéne (DBO et DCO élevées) ainsi que ses volumes
abondants générés (environ 9 litres par kg de fromage) soulignent la nécessité de le valoriser

pour éviter les codts de traitement ou d'élimination (Papademas et Kotsaki, 2019).

Pour atténuer ce risque de pollution et maximiser son potentiel, le lactosérum est
désormais utilisé dans diverses bioconversions. Il est transformé en produits alimentaires pour la
consommation humaine, tels que le fromage et les boissons a base de lactosérum, y compris des
jus de fruits mélangés au petit-lait, et sert de supplément nutritionnel pour animaux ainsi que
d'engrais pour les cultures. De plus, il est utilisé comme substrat de culture pour les bactéries
lactiques en charcuterie et en confiserie, et valorisé en biotechnologie pour la production de
biogaz avec des bactéries méthanogenes anaérobies et pour la production de bioéthanol
(Boudjema et al., 2009; Ryan et Walsh, 2016).

10
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1. Matériel et méthodes
11.1. Objectifs

Cette étude cherche a ;

- Formuler une boisson synbiotique innovante combinant le lactosérum doux, le jus de
potiron et Bacillus subtilis ;

- Evaluer les aspects sensoriels, physico-chimiques, microbiologiques et fonctionnels de la
boisson obtenue ;

- Suivre le comportement de I’ensemble des qualités susmentionnées, y compris la viabilité

du probiotique, durant 28 jours de conservation froide a 4 °C.

11.2. Matériel du laboratoire
Le tableau 5 réunit les produits chimiques, la verrerie et I'ensemble des équipements

employeés pour réaliser ce travail :

Tableau 5. Matériel et réactifs utilisés.

Appareillage Ustensiles et verreries Produits et réactifs
- Agitateur magnétique - Ampoule a décanter - Acétone (CH3COCHS3)
- Autoclave - Anses de platine - Acide ascorbique
- Bain-marie (memmert) - Béchers - Acide gallique
- Balance analytique - Boites de pétri - Carbonate de sodium
- Balance de précision - Burettes graduées (Na,COs,)
- Bec bunsen - Creusets - Chlorure d’aluminium
- Dessiccateur - Ecouvillons stériles (AICl3)
- Etuves - Embouts jaunes et bleus - Chlorure de sodium (NaCl)
- Four a moufle (Heraeus) - Entonnoirs et fioles jaugées - DPPH
- Micropipettes - Eprouvettes graduées - Eau distillée
- pH metre - Erlenmeyers - Eau physiologique
- Plaque chauffante - Flacons en verre - Ethanol et méthanol
- Pompe sous vide - Papier filtre et papier pH - Folin-Ciocalteu
- Réfractomeétre - Pinces - Gélose PCA
- Réfrigérateur - Pipettes graduées - Gélose PDA
- Spectrophotomeétre UV- - Pipettes pasteur - Gélose TSA
visible (Jenway) - Pissettes - Gélose VRBL
- Stérilisateur - Portoirs - Hexane
- Vortex - Pycnomeétre - NaOH

- Spatules - Phénophtaléine

- Tubes a essai - Quercétine

- Verres de montre - Tryptone

- TSE

11
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11.3. Matiere biologique

Les potirons matures (Cucurbita maxima) de couleur orange uniforme et d’une taille
moyenne de 10 kg ont été choisis minutieusement a partir du marché local de la Wilaya de

Tiaret, au mois de février.

Le lactosérum utilisé est collecté aupres de I'unité laitiere EI Manbaa, Group Giplait-
Saida, ou il est issu de la fabrication de fromage a pate molle. Le lactosérum est prelevé de fagon
aléatoire aprés agitation et homogénéisation du contenu de la cuve. Les échantillons ont été
recueillis dans des bouteilles stériles puis transportés immédiatement vers le laboratoire dans une

glaciére portative pour étre stockés au congélateur jusqu’a leur utilisation.

La souche bactérienne bénéfique employée Bacillus subtilis ATCC 6633 a été offerte en
forme liquide commerciale (10° UFC/mI) par le laboratoire des Micro-Organismes Bénéfiques,

des Aliments Fonctionnels et de la Santé LMBAFS-Mostaganem.

11.4. Protocole expérimental
Le diagramme de la figure 3 illustre les différentes étapes de I'expérimentation, dans

laguelle chaque analyse est effectuée en triplicata.

11.4.1. Fabrication de jus de potiron

La fabrication du jus de potiron nécessite une approche méthodique afin de garantir la
reproductibilité d'un produit fini de qualité. Le jus est extrait a partir de fruits mdrs de Cucurbita
maxima. Les fruits sont préalablement coupés en morceaux de taille appropriée, puis les graines,
les tissus placentaires et I'écorce sont retirés. Le mésocarpe résultant est ensuite découpé en
morceaux plus petits, a partir desquels le jus est extrait a I'aide d'un presse-agrumes Moulinex,

puis filtré a travers une mousseline pour obtenir un jus sans pulpe (Muntean, 2005).

Le jus obtenu est ensuite pasteurisé au bain-marie pendant 15 min a 85 °C dans des
bouteilles. Enfin, les flacons sont refroidis sous 1’eau froide avant d’étre conservés a 4 °C pour

étre analysés ou utilisés le jour méme (Muntean, 2005).

Le rendement d’extraction est la proportion de jus obtenue apreés le processus de
pressage, exprimée en pourcentage de la masse initiale du produit selon la formule suivante
(Adjou et al., 2013) :

M
Rendement (%) = Fj . 100
1

M; : masse de jus apres pressage, M, : masse du potiron avant pressage.

12
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Figure 3. Diagramme du protocole expérimental de 1’étude.
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11.4.2. Optimisation de la boisson lactosérum/jus de potiron

Cette étape passe par la formulation de quatre combinaisons de « jus : lactosérum », en
I’occurrence, A (85:15), B (75:25), C (65:35) et D (50:50) en (v/v). Le mélange de lactosérum et
de jus a subi une pasteurisation dans un bain-marie a 85 °C/15 min, avant d’étre refroidi et
homogeénéisé a température ambiante. Les quatre boissons ont été édulcorées avec 8 % (m/v) de
sucre pour obtenir I'équilibre gustatif souhaité, puis conditionnées dans des bouteilles en verre

préalablement étiquetées et conservées au réfrigérateur (4° C) (Chatterjee et al., 2015).
11.4.3. Evaluation organoleptique

Les boissons formulées ont fait 1’objet d’une évaluation sensorielle de leur couleur,
odeur, ardbme, texture et acceptabilité globale, par des panelistes volontaires consentants non
formés sur une échelle hédonique de 9 points allant de : extrémement dégoltant (1), tres
dégodtant (2), dégoltant (3), assez dégoltant (4), neutre (ni plaisant, ni déplaisant) (5), assez
plaisant (6), plaisant (7), trés plaisant (8), a extrémement plaisant (9) (Baba et al., 2016; Zaman
et al., 2023).

Le test de dégustation des mélanges maintenus a +6 °C a eu lieu le 06/02/2024 dans une
salle de la faculté SNV, en présence d'un groupe d'étudiants en master 2 microbiologie et

sciences alimentaires, ainsi que des professeurs et des ingénieurs de laboratoire.

Les participants n’avaient aucune connaissance préalable des produits en question qui ont
été servis dans des gobelets en plastique transparents (a raison de 50 ml/gobelet), codés A, B, C
et D, et accompagnés d’eau pour ringage de la bouche lors du passage d’une boisson a ’autre.
L’évaluation a été faite en renseignant le questionnaire (Figure 4), en respectant I’ordre de

dégustation A, B, C et enfin D.
11.4.4. Inoculation par le probiotique

La mixture de choix des jurys a couru une inoculation par Bacillus subtilis a raison de
1.5% (v/v), suivie d’une fermentation agitée a 37 °C/5h, dans des flacons individuels
correspondant aux intervalles d’analyse (produit fini, 1, 7, 14, 21 et 28 jours d’entreposage post-
fabrication froid, 4 °C) (Shukla et al., 2013).
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UNIVERSITE IBN KHALDOUN, TIARET
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département des Sciences de la Nature et de la Vie
Domaine: Sciences de la Nature et de la vie
Filiere: Sciences Biologiques
Master 2 : Microbiologie appliquée

Questionnaire d’évaluation hédonique d’un jus de potiron a base du
lactosérum

Nom et Prénom : .......... Pate: o s i

I.1. Préférence générale :
» Choisissez lequel vous préférez par rapport a I'ensemble des caractéres
organoleptiques :

Il.2.Parameétres ayant motivé la préférence générale :

»Quatre échantillons de jus de potiron a base du lactosérum codé A, B, C, D , vous
sont présentés, il vous demandé de les goutter successivement.

» Attribuer une note de préférence de 1 a 9 pour chaque échantillon selon votre
appréciation comme présenté dans I'échelle ci-dessous :

Echantillons A B c D 1- Extrémement dégotant
2- Tres dégodtant

3- dégoltant

Couleur 4- Assez dégolitant

5- Ni dégoitant ni plaisant
6- Assez plaisant

Gout 7- plaisant

8- Trés plaisant

9- Extrémement plaisant

Descripteurs

Texture

Arome

Acceptabilité
globale

« Merci pour votre participation »

Figure 4. Questionnaire d’évaluation hédonique de la boisson jus de potiron : lactosérum doux.
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11.4.5. Analyses physicochimiques

La matiére premiere comportant le jus de potiron et le lactosérum, ainsi que la boisson

synbiotique ont été testés en matiére de :

11.4.5.1. Potentiel d’hydrogene (pH) et acidité titrable
La mesure du pH s'effectue selon la méthode AFNOR (1993) en introduisant I'électrode
du pH-metre dans un bécher contenant I'échantillon. La valeur du pH est immédiatement affichée

sur I'écran du pH-metre (Bouizar et al., 2021).

La détermination de l'acidité titrable de 10 ml de lactosérum a été réalisée par une
titration a la soude (0,1 N) en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré, jusqu’au
virage de la couleur vers le rose persistant (Melia et al., 2021). La formule suivante est

employée pour calculer I'acidité du lactosérum et du produit fini :

C X Veg X My,

Acidité (°D) = ——1—
. 0

Avec :

C : concentration de la solution NaOH (0.1N).
Veq : le volume de NaOH a la neutralisation.
Mg - masse molaire de 1’acide lactique.

Vo : le volume d’échantillon.

L’acidité titrable du jus de potiron ou de la boisson synbiotique se faisait similairement a
la différence pres d’utilisation de I’acide citrique comme acide dominant selon 1’équation

suivante :

NxVqx Eqpoids

X1
V, x1000 00

Acide (%) (m/v) =

AVec :

N : normalité du titrant, généralement NaOH (mEg/ml).

V1 : volume de réactif (ml).

Edpoias : Masse équivalente d'acide prédominant (mg/mEg).

V; : volume d'échantillon (ml).

1000 : facteur reliant les mg aux grammes (mg/g) (1/10 = 100/1000).
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11.4.5.2. Détermination de I’extrait sec total (EST) et de la teneur en eau

Le taux de matiére séche a été déterminé en utilisant la méthode d’étuvage (AOAC,
1990). Une capsule de masse My contenant 10 g d'échantillon (M) a été placée a I'étuve a 105
°C. Apreés cing heures, la capsule a été refroidie au dessiccateur. Ensuite, la masse M, du résidu
obtenu a été pesée. La matiere seche exprimée en pourcentage de masse de produit est donnée

par la formule suivante :

M, 2
—— x 100
My — M,

EST% =

ou:

Moy : La masse de la capsule vide (g).
M; : La masse de la capsule et la prise d’essai avant la dessiccation (Q).

M, : La masse de la capsule et la prise d’essai apres la dessiccation (g).

Cependant, la formule ci-dessous exprime la détermination de la teneur en humidité (H %)

en pourcentage .
H (%)=100 — EST%

11.4.5.3. Détermination des cendres
Les taux de cendres ont été déterminés en suivant la méthode AOAC (1995), qui consiste
a calciner 10 g d'échantillon dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures (Ouattara et al.,

2016). La formule ci-dessous permet de déterminer la teneur en cendres :

M
Z_ %5100

Cendres (%) = M. — M.
1~ Mo

Ou:
m, : Masse du creuset vide en (g).

m; : Masse du creuset et de la prise d’essai en (g).

m, : Masse du creuset et des cendres obtenues en (g).

11.4.5.4. Détermination des solides solubles totaux (°Brix) et de I’indice de réfraction

Le taux de solides solubles (TSS), exprimé en degré °Brix, est déterminé a ’aide d’un
réfractometre préalablement étalonné avec de I’eau distillée. Entre 2 et 3 gouttes de 1'échantillon
ont été déposées au sein des prismes du réfractomeétre. Le degré Brix et l'indice de réfraction ont
éte lus en trouvant l'intersection de la limite entre la frange claire et la frange foncée sur I'échelle

du réfractométre (Gao et al., 2019).
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11.4.5.5. Mesure de la densité

La densité du produit a été mesuree selon les méethodes décrites par Zaman et al. (2023).
Des pycnometres déja calibrés a I'eau distillée ont été remplis avec I'échantillon a analyser pour
effectuer cette mesure. Les résultats sont exprimés en utilisant la formule suivante :

P,—P
d = 2 0

P, — Py
Ou

d : la densiteé.
Po : le poids du pycnometre vide.
P1 : le poids du pycnometre plein d’eau distillée.

P, : le poids de pycnomeétre plein de I’échantillon.

11.4.6. Dosage des composés bioactifs
11.4.6.1. Dosage des polyphénols totaux

Une aliquote de 0.3 ml de boisson diluée préalablement 10 fois est mélangée avec 1.5 ml
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 1/10 et 1.2 ml de carbonate de sodium (7.5 %). Apres
I’incubation dans 1’obscurité pendant 90 minutes, les absorbances sont mesurées a 760 nm. Les
teneurs en polyphénols totaux sont calculées en utilisant une courbe d'étalonnage de I'acide
gallique (10, 20, 40, 80 mg/ml) et exprimées en milligrammes d'équivalent acide gallique par
millilitre d'échantillon frais (mg EAG/mI) (Haddouchi et al., 2016).

11.4.6.2. Dosage des flavonoides totaux

Pour chaque échantillon (jus dilués et solutions de quercétine), 1 ml de boisson diluée a
un rapport de 1/10 avec de I'eau distillée est mélangé avec 2 ml d'une solution méthanolique de
chlorure d'aluminium a 2 %. Le mélange est ensuite incubé pendant 15 minutes a température
ambiante. Les absorbances sont mesurées a une longueur d'onde de 430 nm contre un blanc
remplagant la boisson par 1’eau distillée (Haddouchi et al., 2016). La teneur en flavonoides est
calculée par extrapolation sur une courbe d'étalonnage de la quercétine (10, 20, 30, 40, 50 mg
/ml), et s’est exprimée en milligrammes d'équivalent quercétine par millilitre de jus frais (mg
EQ/ ml).

11.4.6.3. Dosage des caroténoides
10 ml de boisson ont été agités pendant 15 minutes avec 40 ml d'acétone a 40 tours/min.
Par la suite, la phase organique a été séparée de la phase aqueuse et ré-extraite a plusieurs

reprises avec 40 ml d'acétone jusqu'a ce qu'elle devienne incolore. Les extraits obtenus ont été
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combinés puis ajouter de 15 ml d'’hexane et 5 ml d'eau distillée dans une ampoule a décanter
placée dans I'obscurité, puis laissés pendant 24 h afin d'assurer la séparation de la phase

organique de la phase aqueuse (AlJahani & Cheikhousman, 2017).

Les caroténoides présents dans la phase organique ont été quantifies a l'aide d'un
spectrophotomeétre UV-VIS a 430 nm. Les caroténoides sont déterminés a 1’aide de la courbe
d’étalonnage de la B-caroténe (5, 10, 15, 20, 25 pg/ml). Les résultats sont exprimés en équivalent

de B-caroténe en mg/ml d'échantillon (AlJahani & Cheikhousman, 2017).

11.4.7. Qualité microbiologique des boissons
Ces analyses sont réalisées sur le produit fini ou elles incluent I'évaluation de la flore
aérobie mésophile totale (F.A.M.T), la détection des coliformes totaux et fécaux, ainsi que la

recherche de levures et de moisissures.

11.4.7.1. La flore aérobie mésophile totale (FAMT)

La flore totale aérobie mésophile est un bon indicateur de la contamination globale des
aliments (Labioui et al., 2009). Ce dénombrement a été effectué en utilisant un jus dilué & 10°. 1
ml de cette dilution est ajouté de maniere aseptique dans deux boites Pétri vides, puis recouvert
de 15 ml de gélose PCA fondue refroidie a 451 °C. Afin d'homogénéiser I'inoculum sur la
gélose, un mouvement circulaire en forme de huit est réalisé. Les boites sont ensuite laissées a

solidifier puis incubées a 30 °C/72 h conformément au protocole de Ghazi et Niar (2011).

11.4.7.2. Levures et moisissures

Le dénombrement de cette flore permet d’évaluer I’efficacité du traitement thermique
appliqué ainsi que 1’état de conservation de 1’aliment (Guiraud., 1998). Selon la norme NF 1SO
7954 citée par Adjou et al. (2013), le dénombrement des colonies de levures et de moisissures
consiste a étaler 0.1 ml de la dilution 1/10 de I'échantillon sur la surface de gélose PDA (Potato
Dextrose Agar). Les boites sont ensuite incubées pendant 4 a 5 jours a une température contrélée
de 25-30 °C. Apres l'incubation, les colonies de microorganismes sont observées et dénombrées.

11.4.7.3. Les coliformes totaux et les coliformes fécaux

Le dénombrement des colonies de coliformes totaux et fécaux a été réalisé conformément
a la norme francaise 1SO 4832 (2006). Un millilitre de la dilution 102 a été ensemencé
aseptiqguement dans deux boites de Pétri stériles. Environ 15 ml de gélose VRBL (Violet Red
Bile Lactose) fondue et refroidie & 44-47 °C ont été ajoutés dans chaque boite, suivis d’un
mélange soigneux par des mouvements de rotation. Une fois la gélose solidifiée, une seconde
couche de gélose VRBL a été ajoutée. Les boites ont été incubées a 37 °C pour les coliformes

totaux et a 44 °C pour les coliformes fécaux pendant 24 heures.
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11.4.8. Activité antioxydante

Cette activité est déterminee par le test du piégeage du radical libre (DPPH®) selon la
méthode de Bentabet et al. (2014). 100 ul de boisson (10, 20, 30, 40, 50 et 60 mg/ml) ont été
ajoutés a 3,9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,06 mM). Apres 30 minutes
d’incubation a I’obscurité, la décoloration a été mesurée & 517 nm par rapport a un témoin
contenant le méthanol a la place de I’échantillon. Les pourcentages d'inhibition ont été

déterminés en utilisant la formule suivante :

AA (%) — Abscontréle - Abséchantillon % 100
Abscontréle

Ou:
AA (%) : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH.
ADbScontrote - absorbance du contrdle ou du témoin négatif a 517 nm.

ADbSechantition - absorbance d’échantillon a 517 nm.

L'IC50, ou la concentration inhibitrice a 50 %, est utilisée pour calculer la concentration
de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux libres DPPH. Elle est déterminée

graphiquement sur la courbe d'inhibition AA% = f (Cechantillon) (Bentabet et al., 2014).

11.4.9. Dénombrement du probiotique Bacillus subtilis

La croissance de Bacillus subtilis dans la boisson probiotique a été évaluée a différents
temps, soit a 5 h et 24, 7, 14, 21 et 28 jours. A partir de chaque échantillon, des dilutions
appropriées de 10™ & 10°, ont été réalisées en utilisant de I'eau peptonée salée. Par ailleurs, 100
ul de chaque dilution ont été ensemences sur des boites de TSA. Les boites de Pétri ont ensuite
été incubées a 37 °C pendant 24 h. Apres l'incubation, les colonies ont été dénombrées et le

nombre d'unités formant colonie (UFC/ml) a été calculé selon 1’équation suivante :

N = Y colonies
VX (m+ 0.1n,) x dy

Avec :
N : nombre d’UFC par ml de produit initial.
X colonies : sommes des colonies des boites interprétables (entre 30 et 300 colonies).
V : volume de I’aliquote (ml).
n; : nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue.
n, : nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue.
d; : facteur de la premiere dilution retenue (dilution a partir de laquelle le premier

dénombrement est obtenu).
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Caractérisation des matieres premieres

Le tableau 6 récapitule I’ensemble des résultats obtenu suite a I’analyse du lactosérum et
jus de potiron :

Tableau 6. Caractéristiques physico-chimiques des matieres premiéres.

Parameétre Lactosérum Jus de potiron

Rendement d’extraction (%) / 53.77

pH 5.51+0.07 6.30+0.14
Acidité 13.96 +0.63 °D 0.09+0.01%
Densité 1.024+0.00 1.018+0.00
Humidité (%) 93.74+0.02 95.83+0.02
EST (%) 6.27+0.04 4.16+0.02
Cendres (%) 0.34+0.00 0.27+0.01
TSS (°Brix) 4.5+0.35 3.5£0.35
Indice de réfraction 1.344+0.00 1.342+0.00

111.1.1. Rendement de jus

L'optimisation du rendement en jus représente un facteur économique crucial pour
I'industrie de la transformation et de la fabrication des jus. D'aprés le tableau 6, le rendement
d’extraction du jus de potiron a atteint un taux de 53.77%, ce qui indique que plus de la moitié
du poids initial du mésocarpe a été converti en jus. Cette performance témoigne d'une capacité
d'extraction efficace comparée au résultat de Muntean (2005), qui était de 44.38% uniquement.
Des seuils d'extraction variant entre 50 et 70% ont été rapportés selon les diverses méthodes
d’extraction (Vora, 2001). La variation des résultats peut étre attribuée a la variété de potiron

utilisée, au degré de sa maturité et aux méthodes de pressage et d'extraction employées.

111.1.2. Analyses physico-chimiques
111.1.2.1. Le lactosérum

La détermination du pH est cruciale pour surveiller une fermentation microbienne. Les
changements de pH et d’acidité indiquent I'activité métabolique de la microflore (Ould EI Hadj
et al., 2001). Le pH du lactosérum analysé était de 5.51+0.07, une valeur incluse dans l'intervalle
(5-7) rapporté par Pega et al. (2018). En outre, son acidité titrable était égale a 13.96 + 0.63 °D,
ce qui est en ligne avec les résultats de Vierling (2003), qui a trouvé que l'acidité titrable du

lactosérum doux varie généralement entre 9 et 13 °D. Selon ces auteurs, un lactosérum doux doit

21

——
| —



Chapitre 111 Résultats et discussion

avoir une acidité titrable inférieure a 18 °D. Les résultats confirment que le lactosérum analysé

est de type doux et qu'il a été obtenu, transporté et stocké dans des conditions appropriées.

Pour la densité du lactosérum, I’analyse a donné 1.024+0.00, ce qui est légérement
inférieur a la norme de 1’Association Francaise de Normalisation (1986) fixée entre 1.032 et
1.036, mais trés proche des valeurs rapportées par Tayeb (2006) et Zaman et al. (2023), qui
varient entre 1.02 et 1.0293. Cette proximité suggere que la densité du lactosérum dans cette

étude est dans la plage attendue.

En plus, la teneur en eau du lactosérum a atteint 93.74+0.02%. Un taux légerement
inférieur a celui de 95% mentionné par Brito (2013) ou Castelli et Du Vale (2013). Cette
différence peut s'expliquer par une teneur plus élevée en extrait sec, donc en richesse

compositionnelle du lactosérum.

L'extrait sec total du lactosérum a été mesuré a 6.27+£0.04%, ce qui est compris dans
I'intervalle (5.94 - 6.59%) défini par Bouazri (2012). Cependant, cette valeur représente presque
la moitié de celle enregistrée par Food And Agriculture Organisation (FAO, 1995), qui était
de 13%.

La teneur en cendres dans le lactosérum (0.34+0.00%) est aussi dépassée par le résultat
(0.45+0.01%) de Zaman et al. (2023). Cette différence peut s'expliquer par la faible teneur en
minéraux du lait utilisé pour la fabrication du fromage. La teneur maximale en matiéres
minérales du lactosérum est directement liée a la richesse en cendres du lait dont il provient
(Boulariah & Boukela, 2019).

La concentration du lactosérum en solides solubles était de 4.5+0.35 °Brix. Ismail et al.
(2011) indiquent des teneurs allant jusqu'a 5.46 °Brix. Quant a 1'indice de réfraction du
lactosérum analysé, la valeur de 1.344+0.00, similaire & 1.343 d’Adda (2002), a été notée.

111.1.2.2. Jus de potiron

Le jus de potiron dans cette étude était plus acide que celui de Novelina et al. (2020)
(6.30+0.14 contre 6.7). Parallélement, son acidité titrable était de 0.09+0.014%. La hausse de la
quantité d’acides justifie logiquement la chute du pH vers des valeurs plus basses. La différence
entre résultats des différents travaux peut étre attribuée aux différentes variétés de potiron et a
leur degré de maturité. En genéral, I'acidite titrable est utilisée pour déterminer la concentration
d'acide dans un aliment, en particulier les acides organiques tels que l'acide citrique, malique,

lactique, tartrique et acétique (Sadler & Murphy, 2010).
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Les résultats obtenus mettent en évidence que la teneur en eau du jus de potiron est de
95.83+0.02%, ce qui dépasse les 87% obtenus par Begam et al. (2018) pour le jus d’orange.
Cette différence peut étre interprétée comme un indicateur de la fraicheur des jus de potiron. De
plus, la densité marquée pour ce jus de potiron était 1.018+0.00, vis-a-vis a 1.049 pour celle du
jus de carotte acidifié par le citron fabriqué par Leahu et al. (2013).

Ceci peut s'argumenter par la forte teneur en eau présente dans ce jus de potiron, qui a un
effet de dilution de la mati¢re dissoute, comme c’est le cas des jus de fruits et de légumes en
général. Cette forte quantité d’eau influence également sa teneur en extrait sec, ne dépassant pas
4.1620.02%, et toujours plus basse au contenu sec de jus de Noni (9.75+0.4%) analysé par
Chunhieng et al. (2005). L'extrait sec est un indicateur de la richesse de jus en nutriments
(Bensadon et al., 2010).

De méme, 0.27+0.01% était la teneur en cendres de ce jus. Il a été rapporté une teneur de
0.26% de cendres pour un mélange de jus de légumes comprenant de la tomate, du concombre et

du potiron (Habib & Igbal., 2014). Ce test dévoile le niveau de minéralisation des jus.

La concentration en solides solubles totaux (TSS) du jus de potiron utilisée dans cette
étude était de 3.5+0.35 °Brix et son indice de réfraction était de 1.342+0.00(Chunhieng et al.,
2005). Le jus de Noni commercial donne 4.8. La valeur élevée du °Brix des jus est attribuable a

leur haute teneur en sucres (Zernadji et al., 2018).
I11.2. Caractérisation de la boisson synbiotique
111.2.1. Qualité organoleptique

Cette etape estime la combinaison jus de potiron : lactosérum la plus acceptée par le
consommateur parmi les quatre préexistantes: A (85:15), B (75:25), C (65:35) et D (50:50)

(Figure 5). Les résultats sont exprimés dans la figure 6 :

Figure 5. Les formules de boisson préparées.
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Couleur
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générale
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Figure 6. Radar des propriétés organoleptiques des boissons A, B, C et D de jus de potiron :
lactosérum.

Le diagramme en radar dévoile une préférence des panélistes envers le mélange C
(65:35), en montrant les scores les plus élevés pour le godt, la texture, I'ardme et I'acceptabilité
générale (4.75+1.61, 5.65+1.87, 4.9£2.04 et 5.2+2.06, respectivement), avec une note moyenne
de 5.38.

La note de sa couleur a été légerement devancée par la formule D (6.65) mais sans
conséquence sur le choix final des évaluateurs. Ce constat correspond aux résultats de Shukla et
al. (2013) pour le jus d’ananas. Par conséquent, ce mélange a été choisi pour recevoir la souche

probiotique Bacillus subtilis et développer la boisson synbiotique finale.

Qualitativement, le mélange optimal présente une couleur orange attirante, un godt de
potiron peu sucré, avec un aréme rafraichissant caractéristique du potiron. Dans la bouche, il

donne une consistance aqueuse légére non visqueuse et non granuleuse.
111.2.2. Qualité physicochimique et nutritionnelle

Le tableau 7 rassemble les résultats des analyses de la boisson synbiotique finale, juste
apres la fermentation de 5h:

Tableau 7. Caractéristiques de la boisson synbiotique

Acidité » TSS . o
pH (%) Densite (°Brix) Indice de réfraction
Boisson 5.95+0.077 14.86+0.63 1.043+0.00  11.99+0.01 1.350.00

synbiotique

24

——
| —



Chapitre 111 Résultats et discussion

111.2.2.1. pH et acidité titrable

Le pH est I'un des autres constituants chimiques importants présents dans les aliments
qui influencent la croissance des micro-organismes dans un produit. D’aprés Balaji et Prasad
(2014), Le pH revét une grande importance pour garantir la stabilité et la conservation a long
terme des aliments. De plus, il peut également avoir une incidence significative sur la saveur et

les exigences de traitement des boissons.
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Figure 7. Courbe de I’évolution A) du pH et B) de I’acidité titrable de la boisson synbiotique
pendant 28 jours de stockage a 4°C.

Le mélange de deux solutions naturellement acides ; jus et lactosérum, conduit vers une
mixture acide de 5.99+0.08. Au cours de la période de stockage, la boisson synbiotique a
rencontré une diminution substantielle approximative a une unité de pH, avec une valeur passant
de 5.99+0.08 a 5.17+0.00 (Figure 7). Cette observation est en accord avec les résultats obtenus
pour l'acidité titrable, laquelle a connu un dédoublement notable de 14.86+0.63 a 30.62 (Figure
7).

Ces résultats sont en concordance avec ceux rapportés par Shukla et al. (2013) sur le jus
d'ananas et le lactosérum, notant un pH entre 4.36 et 3.87 pour une acidité de 0.546 a 0.926%.
Néanmoins, le pH final de la boisson apres séjour froid demeure > 5 et reste toujours dans la

zone dégustative tolérable exprimée par un gout doucement acide.

Le pH et I'acidité titrable ont une relation inverse I'un par rapport a l'autre sur la période
de stockage de 28 jours a 4°C. L'augmentation de l'acidité alignée a la diminution du pH peut
étre justifiée par l'activité métabolique des bactéries probiotiques présentes dans la boisson. En
effet, ces bactéries probiotiques ont tendance a produire des acides organiques, tels que l'acide

lactique par fermentation des sucres contenus dans la boisson (Singh., 2022).
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111.2.2.2. Densité

La densité d'une boisson est le rapport entre la masse volumique de la boisson et celle de
I'eau distillée utilisée comme substance de reférence. La figure 8 illustre I'évolution de la densité
de la boisson fonctionnelle, exhibant une légere diminution de sa valeur, passant de 1.055+0.00 a
1.033+0.00.

Cette baisse de densité observée au cours de la fermentation peut étre expliquée par la
transformation des sucres présents dans la boisson, en plus d’autres nutriments, par les bactéries
probiotiques, produisant des volatils tels que les acides organiques et le gaz carbonique. Cela
entraine une perte de poids initiale du mélange pour le méme volume, aboutissant alors a une

chute de la densité.
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Figure 8. Evolution de la densité de la boisson synbiotique pendant 28jours de stockage a 4°C.
111.2.2.3. Solides solubles totaux et indice de réfraction

Lors du suivi des échantillons de boisson, une régression de 11.99+0.01 a 10.47+0.00
°Brix a €té enregistrée pour les TSS, tandis que l'indice de réfraction demeurait pratiguement
constant, passant de 1.350+0.00 a 1.349+0.00 (Figure 9). Selon des études antérieures, ce
décroissement des TSS est induit par la consommation des sucres suite au métabolisme bactérien

lors de la fermentation (Managa et al., 2021).
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Figure 9. Evolution des A) solides solubles totaux (°Brix) et de B) I’indice de réfraction de la
boisson synbiotique pendant 28 jours de stockage a 4°C.

111.2.2.4. Polyphénols totaux

Les polyphénols suscitent un intérét scientifique croissant en raison de leurs effets
potentiels bénéfiques sur la santé humaine, tels que leur capacité cardio-protectrice, leur effet
anti-cancer, antidiabétique, antivieillissement et neuro-protecteur. Dans les boissons, les
polyphénols peuvent contribuer a I'amertume, a l'astringence, a la couleur, a la saveur, a I'odeur

et a la stabilité oxydative (Shewakena et al., 2017).

De ce fait, nous avons procédé a la mesure de la concentration des composés
polyphénoliques dans la boisson formulée. La quantification des polyphénols a été réalisée en
utilisant la méthode qui repose sur l'oxydation des composés phénoliques par le réactif Folin-
Ciocalteu, un melange de complexes d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique
de couleur jaune. Cette réaction d'oxydation conduit a la formation d'un nouveau complexe

molybdéne-tungsténe de couleur bleue, qui absorbe a 760 nm (Haddouchi et al., 2016).

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement dans la figure 11. Une diminution
de la concentration initiale des composés phénoliques dans la boisson a été remarquée au cours
de la période de stockage. La descente passe de 0.63+0.006 mgEAG/mI de la boisson fraiche a
un minimum de 0.46+0.002 mgEAG/mI 28°™ jour de stockage froid.

L'activité métabolique de Bacillus subtilis peut possiblement contribuer a la dégradation
des composes phénoliques au fil du temps. La présence d'oxygéne et de lumiere durant le
stockage peuvent favoriser I'oxydation des composés phénoliques, et participer également a leur
diminution (Wang et al., 2017).
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Il est également important de noter que les interactions entre les différents composants de
la boisson peuvent faciliter la formation de complexes moins stables, qui sont plus susceptibles
de se dégrader avec le temps. Par exemple, les interactions entre les polyphénols et les protéines
se produisent principalement de maniere non covalente, ou les polyphénols sont simplement

adsorbés a la surface des protéines (Baba et al., 2016).
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Figure 10. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour dosage des composés phénoliques.
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Figure 11. Evolution de la concentration des polyphénols de la boisson synbiotique pendant 28
jours de stockage a 4°C.
Toutefois, la diminution des composes phénoliques peut aussi étre stimulée par des
facteurs externes tels que le pH de la boisson et la capacité de Bacillus subtilis a produire des

enzymes lytiques (Kayath et al., 2020).
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111.2.2.5. Les flavonoides

Les flavonoides, faisant partie des métabolites secondaires végétaux, sont des composés
naturels dotés d'une structure polyphénolique, présents de maniére répandue dans les fruits et les
Iégumes. Leur vaste spectre d'effets bénéfiques pour la santé inclut des propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, antimutagénes et anticancéreuses. En raison de ces caractéristiques, les
flavonoides sont considérés comme des éléments essentiels dans de nombreuses applications

nutraceutiques, pharmaceutiques, médicinales et cosmétiques (Panche et al., 2016).

La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide d'une méthode fondée sur leur
oxydation par le chlorure d'aluminium incolore, pour former un complexe brunétre qui présente

une absorption a une longueur d'onde de 430 nm (Shirazi et al., 2014; Haddouchi et al., 2016).

La figure 13 représente les variations des concentrations en flavonoides dans la boisson
étudiée. Les résultats révelent une diminution progressive de la concentration des flavonoides
dans la boisson au fil du temps. Aprés 14 jours de stockage, la concentration s’est passée de

0.44%0.006 a 0.20£0.004 mgEQ/ml aprées 28 jours.

De surcroit, la présence de la souche probiotique Bacillus subtilis favorise la biosynthése
des enzymes peroxydase et polyphénol oxydase, qui participent activement au métabolisme des
phénols et des flavonoides (Chandrasekaran et al., 2019). D’aprés Chen et al. (2021), la
biodisponibilité des flavonoides est influencée par divers facteurs, dont leur structure chimique,
le pH, la température, les interactions avec les microorganismes, ainsi que les conditions de

stockage.
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Figure 12. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour dosage des flavonoides.
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Figure 13. Evolution de la concentration des flavonoides de la boisson synbiotique pendant 28
jours de stockage a 4°C.

111.2.2.6. Les caroténoides

Les caroténoides se distinguent parmi les composés bioactifs alimentaires en raison de
leurs nombreux bienfaits avérés pour la santé humaine. En plus de leur role essentiel de
précurseurs de la vitamine A, ces molécules lipophiles jouent un role crucial en tant
gu'antioxydants naturels puissants et servent également de colorants naturels. Présentant des
propriétés biologiques favorables, les caroténoides renforcent le systeme immunitaire,
préviennent certains cancers, les maladies cardiovasculaires, ainsi que les troubles osseux,
cutanés et oculaires (Mapelli-Brahm et al., 2020). Les résultats obtenus pour la détermination
de ces pigments dans les boissons jus de potiron et lactosérum sont illustrés de maniere

graphique dans la figure 15.
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Figure 14. Courbe d’étalonnage de la 3-caroténe pour dosage des caroténoides.
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Figure 15. Evolution de la concentration des caroténoides de la boisson synbiotique pendant 28
jours de stockage a 4°C.

Une baisse notable de la concentration initiale de [B-carotene dans la boisson a été
constatée pendant la période de stockage. Cette diminution palpable a conduit la concentration
initiale de 2.15+0.007 mg/ml dans la boisson fraiche & un minimum de 0.5+0.03 mg/ml au 28°™
jour de stockage a froid. La diminution des caroténoides dans les boissons pendant le stockage
est principalement due a la présence d'oxygeéne, de lumiere, des métaux, d'enzymes et de
peroxydes, qui provoque des réactions d'isomérisation et d'oxydation. De plus, la gestion
inadéquate de I'espace libre dans les bouteilles peut entrainer 1’incorporation de I'oxygéne dans le

jus, favorisant ainsi la dégradation des caroténoides (Castro-Ldpez et al., 2016).

Figure 16. Séparation de la phase organique contenant les caroténoides de la phase aqueuse.

La stabilité des caroténoides dépendait de divers facteurs, qu'ils soient externes comme la
séverité du traitement thermique, la présence ou l'absence de lumiere, la température de

stockage, I'emballage, ou internes comme les compositions chimiques de la matrice alimentaire,
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la quantité d'oxygene dissous dans l'aliment, la taille des particules, et I'état physique des

caroténoides dans I'aliment (Liu et al., 2019).

111.2.2.7. Activité antioxydante (test DPPH)

Le test de piégeage du radical libre DPPH a été utilisé pour évaluer I'activité antioxydante
d'une boisson probiotique. Le radical libre stable DPPH, de couleur violacée, présente une
absorption a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires, ce radical subit une réduction
entrainant un changement de couleur vers le jaune. Les mesures d'absorbance permettent de
quantifier le pourcentage d'inhibition du radical DPPH, qui est directement lié au pouvoir anti-
radicalaire de I’échantillon (Bentabet et al., 2014).

L’activité antioxydante de la boisson jus de potiron : lactosérum : B. subtilis augmente de
55.49% a un pic de 88.02% au 76me jour de conservation (Tableau 8). Il est intéressant de
signaler que 1’action antioxydante des boissons a suivi une allure inversement proportionnelle a
la dose testée, avec des maximas pour la concentration 10 mg/ml. La richesse initiale de la
boisson en composes a caractere antioxydant, a 1’image des polyphénols, des flavonoides, des
caroténoides et de la vitamine C, des antioxydants du lactosérum (Lactoperoxydase, o-
lactalbumine et B-lactoglobuline), voire méme leur synergie, est potentiellement responsable de

cet effet croissant durant les premiéres deux semaines de conservation.
Tableau 8. Activité antioxydante maximale pendant 28 jours de stockage a 4°C.

Temps (jour) 0 1 7 14 21 28
Inhibition (%)  55.49 84.36 88.02 73.38 74.92 73.52

De méme, il peut y avoir une activité de la souche probiotique Bacillus subtilis,
synthétisant des métabolites bioactifs comme les caroténoides qui s’accumulent durant la
conservation. Plusieurs rapports ont démontré de maniére convaincante que les composés
phénoliques possédent de puissantes propriétés antioxydantes, agissant comme capteurs
d'oxygene, décomposeurs de peroxydes, agents chélateurs des métaux et inhibiteurs des radicaux
libres (Babbar et al., 2015).

Au-dela, les flavonoides sont des antioxydants importants en raison de leur potentiel
redox éleveé, qui leur permet d'agir en tant qu'agents réducteurs, donneurs d’hydrogene et pieges a
oxygene singulet (Babbar et al., 2015). Les caroténoides sont des composés naturels reconnus
pour leurs propriétés antioxydantes. lls ont la capacité de neutraliser diverses especes réactives
de l'oxygene, telles que l'oxygene singulet et les radicaux peroxydes, en plus de leur efficacité

dans le piégeage des radicaux libres (Rasmus et kozlowska, 2023).
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Cependant, ce pourcentage maximum d’activité antioxydante a diminué au cours de la
derniéere quinzaine de jours vers 73.52%. Cette diminution peut étre attribuée a lI'oxydation des
composés antioxydants présents dans la boisson ou a leur dégradation sous I'action de Bacillus
subtilis.

En comparaison avec la vitamine C comme standard positif, les résultats ont montré que
cette derniere était plus avantageuse avec une valeur d'IC50 (0.119 mg/ml) plus basse que la
marge obtenue pour la boisson au long du stockage (entre 2.68 et 37.55 mg/ml) (figures 17 et
18). Paradoxalement, les IC50 les plus élevées durant le stockage ont été remarquées ou 1’effet
antioxydant est le plus prononce, ce qui traduit des degrés contrastés de dissipation de la force
anti-radicalaire des boissons en réponse a 1’augmentation de la dose employée. Une réactivité
améliorée a faibles doses, suite a une meilleure disponibilité des composés bioactifs ou une
absence d’antagonisme entre eux, peut se présenter comme clarification possible de cette
controverse.
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Figure 17. Courbe d’étalonnage du piégeage du radical DPPH (vitamine C).
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Figure 18. Evolution de I’IC50 de la boisson synbiotique pendant 28 jours de stockage a 4°C.
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111.2.3. Qualité microbiologique
La qualité microbiologique des boissons est affectée par leur composition, le respect des
bonnes pratiques d’hygiéne durant la chaine de production, ainsi que les conditions de stockage

et de conservation.

Les analyses microbiologiques des boissons ont pour objectif d'évaluer les risques
sanitaires pour les consommateurs et de garantir la sécurité alimentaire en détectant la présence
des micro-organismes pathogenes tels que les bactéries, les levures et les moisissures. Elles
permettent ¢galement d’assurer la qualité hygiénique globale afin de prévenir toute
contamination et de veiller a la conformité aux normes strictes de qualité et de securité
alimentaire (Ouattara et al., 2018). Le tableau ci-dessous présente les résultats des analyses

microbiologiques effectuées sur la boisson synbiotique :

Tableau 9. Résultats des analyses microbiologiques de la boisson synbiotique.

Résultat (UFC/ml) Norme (UFC/ml)

FAMT Absent <10°
Levures et moisissures Absent < 10°
Coliformes totaux Absent < 10°
Coliformes fécaux Absent <10

Les analyses microbiologiques réalisées sur la boisson synbiotique ont révélé une absence
totale de la flore mésophile aérobie totale dans les deux répétitions. Le dénombrement des
FAMT atteste que des mesures préventives adéquates ont été prises lors de la préparation de la
boisson (Graca et al., 2017). Selon la réglementation algérienne, le nombre de FAMT dans les
jus & base de fruits et de légumes ne doit pas dépasser 10° UFC/ml. Par conséquent, la boisson

ainsi élaborée respecte parfaitement les normes nationales.

En outre, il a été constaté une absence totale de croissance des coliformes totaux et
fécaux, ce qui est en conformité avec les normes établies par le Journal Officiel de la
République Algérienne (JORA, 1998). Ces résultats sont également cohérents avec ceux
obtenus par Mwanzia (2022) lors de la formulation d'un jus probiotique a base de mangue, ou
aucun coliforme n'a été détecté. Cette conformité aux normes démontre le respect des bonnes

pratiques d'hygiéne lors de la préparation du produit final et des manipulations effectuées.

Finalement, aucune levure ni moisissure n'a été détectée, ce qui est conforme a la norme
établie par le Journal Officiel de la République Algérienne (JORA, 2017) fixée & 10°
UFC/ml. Ces resultats témoignent de la bonne qualité de la boisson analysée et des conditions de

stockage favorables. Il est donc essentiel de respecter les reglements d'hygiene alimentaire afin
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de prévenir toute contamination et infection fongique, dans le but d'assurer la sécurité des

aliments (Ouattara et al., 2018).

L'innocuité microbiologique des boissons est corrélée a l'efficacité du traitement
thermique appliqué et aux bonnes pratiques d'hygiéne suivies lors de leur préparation ou méme a

I’analyse (Benchabane et al., 2012)

Toutefois, la réfrigération est l'une des méthodes de conservation les plus couramment
utilisées pour prolonger la durée de conservation (Daneshi et al., 2013). Il a été démontré que la
réfrigération a une température de 4°C du produit fini permet de ralentir la croissance des micro-

organismes (Hsieh et Ko., 2008).

Figure 19. Dénombrement de la FAMT sur un milieu PCA.

Figure 20. Dénombrement des coliformes fécaux et totaux sur un milieu VRBL.
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Figure 21. Dénombrement des levures et moisissures sur un milieu PDA.

111.2.3.1. Viabilité du probiotique Bacillus subtilis

La souche Bacillus subtilis est généralement reconnue comme slre (Generally
Recognized as Safe) par la FDA, ce qui signifie qu'elle n'est pas nocive pour les animaux ou les
humains. En tenant compte de ses propriétés bénéfiques, cette bactérie est un candidat

probiotique potentiel a considérer dans les aliments fonctionnels (Olmos, 2014).

Elle forme des colonies rondes de taille moyenne, opaques, de couleur grise-blanche ou
Iégerement jaune sur le milieu de culture. Les colonies se caractérisent par leur aspect rugueux,

opaque et leur surface peut étre lisse (Lu et al., 2018).

Dans la présente étude, la survie de la culture probiotique a été surveillée aprés la
fermentation pendant 28 jours a une température de réfrigération de 4°C. La culture probiotique
présente dans la boisson a maintenu une bonne viabilité durant le stockage frigorifique, malgré
une perte progressive chaque semaine. Le nombre initial de bactéries probiotiques viables était
de 5.02x10° UFC/ml, diminuant & 2.02x10°® UFC/ml au dernier jour de conservation, tout en
restant au-dessus de la valeur efficace minimale recommandée (10° UFC/ml) pour les
probiotiques au moment de la consommation (Commission du Codex Alimentarius, Norme
Codex 243).

La diminution de la charge probiotique est identiqguement évoquée par les données de
Dimitrovski et al. (2021) sur la fermentation du jus de potiron avec la souche probiotique
Lactobacillus casei 431, ou par les conclusions de Tan et al. (2020) portant sur la fermentation

d'une boisson nutritionnelle avec Bacillus subtilis.

La souche de B. subtilis serait plus avantageuse que d’autres en tant que culture initiale
dans le processus de développement de boissons présentant une richesse en activités biologiques
(Leeetal., 2016).
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Figure 22. Colonies de Bacillus subtilis.
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Figure 23. Survie de Bacillus subtilis dans la boisson synbiotique pendant 28 jours de stockage a
4°C.

Les principaux facteurs de perte de viabilité des organismes probiotiques sont attribués a
la diminution du pH du milieu et a I'accumulation d'acides organiques résultant de la croissance
et de la fermentation. Cependant, il convient de noter que la viabilité cellulaire est également
influencée par les souches utilisées, les interactions entre les espéces, les conditions de culture, la
teneur en oxygene, l'acidité finale du produit, ainsi que la concentration d'acide lactique et
acétique (Reddy et al., 2015).

La diminution des niveaux de TSS et de I'extrait sec total peut étre considérée aussi
comme un facteur a impact dans la réduction de la viabilité de Bacillus subtilis, car elle ne
dispose plus du méme niveau de nutriments essentiels pour maintenir ses fonctions métaboliques
et sa croissance.
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Les synbiotiques sont une combinaison de probiotiques et de prébiotiques avec une
activité potentielle de modulation immunitaire et de restauration de la flore intestinale.
L'utilisation d'une telle combinaison de maniére préventive ou thérapeutique semble avoir un
sens considérable, car I'administration ou le réapprovisionnement d'un microbe biologiquement
bénéfique avec sa nourriture pourrait avoir un effet synergique par rapport a chaque composant

pris individuellement (Neu, 2021).

Malgré qu’elle représente plusieurs defis a mettre en place, la synbiotisation des boissons
novatrices est une tendance croissante dans la recherche et I'industrie agroalimentaire. Dans ce
prétexte, cette étude visait principalement a formuler puis qualifier physico-chimiquement,
microbiologiquement, et sensoriellement une nouvelle boisson synbiotique fusionnant le

lactosérum doux au jus de potiron local et au probiotique B. subtilis.

Les résultats des analyses de caractérisation des matieres premiéres menées sur le
lactosérum et le jus de potiron ont démontrés une bonne conformité aux critéres de qualité

souvent requis.

En termes de boisson synbiotique élaborée, une acidité douce, une densité acceptable et
un contenu assez satisfaisant en minéraux, sucres et métabolites secondaires (polyphénols et
caroténoides) constituent de pres une qualité nourriciére globale intéressante de la formule
(65/35) choisie par les panélistes, a c6té d’un ensemble d’attributs perceptuels, particuliérement
dégustative et olfactive, bien attrayants. Plus loin, la boisson congue était salubre

microbiologiquement sans aucune contamination bactérienne ou fongique.

L’entreposage froid n’avait pas de retentissement dramatique sur les traits notés, avec une
diminution non nuisible de 1’acidité, une stabilité en TSS et un impact antioxydant tangible mais
incessamment au-dessous de la vitamine C. En contrepartie, la perte des polyphénols,
flavonoides et caroténoides est le caractéere compromis durant le stockage froid. Tout de méme,
le probiotique Bacillus subtilis diminue guere durant cette période, sans descendre de la barre
minimale de charge bénéfique exigée, reflétant I’aptitude de cette souche a s'adapter et persister

dans ce type de produit fermente.

Grosso modo, la boisson synbiotique fabriquée dans cette étude confere un potentiel
nutritif et curatif intéressant pour une consommation domestigue ou méme une
commercialisation locale en tant que produit artisanal. En perspective, avant d'envisager un

acces potentiel au marché industriel et une exploitation compléte de son potentiel, il sera
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indispensable d'approfondir la comprehension des bienfaits de ce breuvage sur la santé humaine,
tout en travaillant a I'amélioration de ses différentes qualités.
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