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Résumé :

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet de ’ajout de mucilages et pectines extraits des
graines de Foeniculum vulgare en tant qu’additifs naturels sur la qualité physico-chimique, la stabilité
et la microbiologie dun yaourt fonctionnel enrichi en probiotiques. Les yaourts ont été préparés a
partir de lait selon un procédé standard de fermentation, puis répartis en plusieurs lots expérimentaux
auxquels ont été ajoutés des extraits de fenouil (mucilage et pectine) a des taux croissants. Des
analyses physico-chimiques et microbiologiques ont été réalisées tout au long de la période de

stockage a 4 °C pendant 15 jours.

Les résultats ont montré que I’intégration des mucilages et pectines de fenouil stimule
lacroissance et la viabilité des bactéries probiotiques, tout en maintenant un pH stable autour de 4,4
a 4,6 et en favorisant une augmentation progressive de I’acidité jusqu’a environ 97 °D, illustrant une
fermentation contrélée et une bonne stabilité du produit. L’ajout des extraits a également contribué a

améliorer la texture et la viscosité des yaourts, assurant une meilleure tenue pendant le stockage.

Sur le plan microbiologique, les extraits de fenouil ont permis de prévenir la prolifération des
micro-organismes indésirables tout en soutenant la croissance des bactéries lactiques bénéfiques,
confirmant leur réle de prébiotique naturel. Ces résultats mettent en évidence le potentiel des
mucilages et pectines de fenouil pour améliorer la qualité, la stabilité et la valeur fonctionnelle des
yaourts enrichis en probiotiques, offrant une base solide pour le développement de produits laitiers

sains et innovants.

Mots-clés : Foeniculum wvulgare, mucilages, pectines, yaourt fonctionnel, probiotiques,

microbiologie, qualité, conservation.



Abstract:

The objective of this study was to evaluate the effect of adding mucilages and pectins extracted
from Foeniculum vulgare seeds as natural additives on the physicochemical quality, stability, and
microbiological characteristics of a functional yogurt enriched with probiotics. The yogurts were
prepared from cow’s milk following a standard fermentation process and divided into several
experimental batches supplemented with increasing levels of fennelextracts. Physicochemical and

microbiological analyses were carried out during storage at 4°C for 15 days.

The results revealed that the incorporation of fennel mucilages and pectins stimulated the growth
and viability of probiotic bacteria while maintaining a stable pH ranging from 4.4 to 4.6 and a
progressive increase in acidity reaching about 97 °D, indicating a controlled fermentation and good
product stability. The addition of these extracts also improved yogurt texture and viscosity, ensuring
better consistency during storage.

Microbiologically, the fennel extracts inhibited the proliferation of undesirable microorganisms
while promoting the growth of beneficial lactic acid bacteria, confirming their role as natural
prebiotics. These findings highlight the potential of fennel-derived mucilages and pectins to enhance
the quality, stability, and functional value of probiotic- enriched yogurts, providing a promising base
for the development of healthy and innovative dairy products. Keywords: Foeniculum vulgare,

mucilages, pectins, functional yogurt, probiotics, microbiology, quality, preservation.
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Introduction

Introduction

Les aliments fonctionnels représentent aujourd’hui un domaine central de la recherche en
nutrition et en agroalimentaire, en raison de leur capacité a ameéliorer la santé humaine au-dela de la
simple valeur nutritive. Parmi ces aliments, les produits laitiers fermentés, tels que le yaourt,
constituent une matrice idéale pour I’intégration de composés bioactifs, grace a leur popularité, leur
composition nutritionnelle et leur potentiel a supporter la croissance de bactéries bénéfiques.
Cependant, la stabilité et la viabilité des probiotiques dans ces produits restent un défi majeur pour

garantir leurs effets sur la santé.

Les probiotiques, définis par le FAO/OMS (2002) comme des micro-organismes vivants
conférant un bénéfice pour la santé lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, sont sensibles
aux conditions de stockage et aux contraintes du processus de fabrication. Pour améliorer leur survie
et leur activité, 'utilisation de prébiotiques, substances non digestibles capables de stimuler
sélectivement la croissance des bactéries bénéfiques, s’avere essentielle (Roberfroid, 2007 ; Vamanu

et al., 2018).

Les mucilages et pectines, polysaccharides naturels extraits de graines de plantes aromatiques,
représentent des prébiotiques particulierement intéressants. Le fenouil (Foeniculum vulgare Mill.),
plante largement cultivée et utilisée en Algérie, est riche en mucilages et pectines ainsi qu’en
composes bioactifs tels que flavonoides et acides phénoliques, conférant a ses graines des propriétés
antioxydantes et prébiotiques (Barros et al., 2009 ; Kooti et al., 2015 ; Rather et al., 2016). Ces
polysaccharides peuvent protéger les bactéries probiotiques, améliorer la texture et la viscosité des

yaourts, et contribuer a la stabilité microbiologique du produit.

Dans ce cadre, le présent travail expérimental vise a étudier I’effet de I’intégration des mucilages
et pectines extraits des graines de fenouil dans des yaourts fonctionnels enrichis en probiotigues, afin
d’évaluer leurs effets sur la viabilité des bactéries, les propriétés physico- chimiques et la qualité

générale du produit.
Ce mémoire est structuré en trois parties complémentaires :

Une revue bibliographigue présentant les concepts liés aux yaourts fonctionnels, aux probiotiques et

prébiotiques, ainsi que les caractéristiques des mucilages et pectines de fenouil.

Une partie expérimentale, détaillant le matériel, les méthodes d’extraction et d’intégration, ainsi que

les analyses effectuées.
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Une interpreétation et discussion des résultats, visant a analyser les observations obtenues au cours de

I’étude et a en tirer des conclusions scientifiques.
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Partie 1 : Synthese bibliographique.

1. Généralités :

Le fenouil (Foeniculum vulgare), une plante médicinale et aromatique de la famille des
Apiacées (Anciennement appelées Ombelliféres), est reconnu et exploité par I'humanité depuis
I’antiquité. Sa culture s'est diffusée a travers les pays méditerranéens, en grande partie en raison de
ses propriétés gustatives appréciées. De plus, un regain d'intérét pour les produits d'origine naturelle,
en contraste avec les agents synthétiques, a recentré l'attention sur les végétaux en tant que précieuses

sources de composés aromatiques. (Oktay et al., 2003).

2. Utilisation :

L'utilisation du fenouil remonte a environ 3000 ans avant notre €re, période a laquelle il était
déja apprécié a Babylone. Les Egyptiens en avaient également connaissance, mais ce sont surtout les
Grecs qui lui attribuerent une réputation particuliére, le considérant comme une véritable panacée,
promesse de jeunesse, de vitalité¢ et de santé. Les Arabes et les Chinois ont également intégré le
fenouil dans leurs pratiques médicinales. Des références a cette plante apparaissent dans divers
ouvrages médiévaux dédiés aux plantes aromatiques. Au XVle siecle, les Anglais préparaient une
boisson trés recherchée, appelée « sack », souvent préconisée comme antidote contre les piqares de

scorpions et les morsures de serpents (Teuscher, 2005).

3. Description botanique :

Foeniculum vulgare Mill. est une plante herbacée bisannuelle ou vivace, capable d'atteindre
une hauteur maximale de 2,5 métres, caractérisée par des tiges creuses et ramifiées. Ses feuilles sont
composées de trois a quatre folioles, agencées en lanieres filiformes d'environ 0,5 mm de largeur. Les
fleurs, de couleur jaune, se regroupent en ombelles. Quant au fruit, il prend la forme d'une graine

seche mesurant entre 4 et 10 mm de long (Rather et al., 2012).
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Figure 1 : Foeniculum vulgare (Badgujar et al., 2014).

4. Taxonomie et classification :
La classification actuelle des fenouils est basée sur leur utilisation Il existe une seule

espece du fenouil (Foeniculum vulgare Mill) Cette espéce se subdivise en deux sous-especes : vulgare

et piperitum (Muckensturm et al.,1997).

Tableau 1 :Classification du fenouil (Badgujar et al., 2014).

Reégne Plantae

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

5. Origine, distribution géographique :

Le fenouil (Foeniculum vulgare Mill) est originaire de la région méditerranéenne (Zoubiri et
al, 2014). 1l est genéralement considéré comme une espece indigene des rives de la mer Méditerranée,
mais il s'est largement naturalisé dans diverses régions du monde, notamment sur les sols arides, a
proximité de la cote et sur les rives des rivieres (Manzoor et al., 2012). Sa culture s’est également

étendue en Russie, en Inde, en Chine et au Japon (Zoubiri et al., 2014).
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6. Composition chimique :
D'apres les données de I'USDA, le fenouil figure parmi les meilleures sources végétales de

potassium, sodium, phosphore et calcium. Il est généralement cultivé pour ses fruits ou ses graines
comestibles. lls sont sucrés et secs. On a souvent recours au séchage du fruit pour une utilisation
future, et ce fruit séché, connu sous le nom de « graine de fenouil », constitue un produit commercial
crucial (Badgujar et al., 2014). La composition des graines de fenouil se répartit comme suit : 6,3 %
d'eau, 9,5 % de protéines, 10 % de matieres grasses, 13,4 % de minéraux, 18,5 % de fibres et 42,3 %
d'hydrates de carbone (Rather et al., 2012). Ses feuilles recelent des vitamines et minéraux comme
le calcium, le potassium, le sodium, le fer, le phosphore et la thiamine la riboflavine, la niacine et la
vitamine C (Miguel et al., 2010). Les cotylédons des graines renferment 10 & 12 % d'huile présente
dans les fruits. L'huile extraite du fruit du fenouil renferme 4 % d'acide palmitique, 22 % d'acide
oléique, 14 % d'acide linoléique et 6 % d'acide pétrocyclique. Le fruit contient entre 4 et 6% d'essence,
dont la composition et les ingrédients fluctuants dépendent de I'endroit ou la plante a été cultivée
(Ahmadi et al., 2007). L'arome distinctif du fenouil provient de son huile essentielle. L’huile
essentielle de fenouil renferme plus de 30 variétés de composés terpéniques, parmi lesquels les
principaux sont le trans-anéthole (qui représente entre 50 et 80 %), le fenshon (8%) et le limonéne
(5%) (Tableau 2) (Salehi , 2006).

(@) (b)
Figure 2: Les graines de fenouil brutes (a) (Badgujar et al., 2014) et séchées (b) (Gani et al., 2019).
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Tableau 2 :TNutriments contenus dans le fenouil séché (USDA, USA) (Badgujar et al.,.

Composition | Quantité pour (100g)
Proximates
Humidité 90,21 g
Energie 31 kcal
Protéines 1,24 ¢g
Lipides totaux (matiéres grasses) 0,29
Glucides 7,39
Fibres alimentaires totale 31g
Sucres 3,939
Minéraux
Calcium (Ca) 49 mg
Fer (Fe) 0,73 mg
Magnésium (Mg) 17 mg
Phosphore (P) 50 mg
Potassium (K) 414 mg
Sodium (Na) 52 mg
Zinc (Zn) 0,2 mg
Vitamines
Vitamine C 12mg
Thiamine B-1 0,01lmg
Riboflavine B-2 0,032 mg
Niacine B-3 0,64 mg
Vitamine B-6 0,047 mg
Folate 27 ug
Vitamine A 47 ug
Vitamine E 0,58 mg
Vitamine K 62,8 ug
Lipides
Acides gras, saturé totaux 0,09 g
Acides gras, monoinsaturés totaux 0,068 ¢
Acide gras, polyinsaturé totaux 0,169 ¢
Acide Aminés essentiels
Leucine 0,63 ¢
Isoleucine 0,73 g
Phenylanine 0,45 ¢
Tryptophane 0,53 g
Acide aminés non essentiel
Glycine 0,55 ¢
Proline 0,53¢g
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7. Utilisations modernes et pharmacologiques :

Foeniculum vulgare Mill présente diverses propriétés pharmacologiques citées aussi bien dans
la médecine traditionnelle iranienne que dans la phytothérapie contemporaine, parmi celle-ci figure
des activités antioxydantes, cytotoxiques, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, bronchodilatatrices,
cestrogéniques, diurétiques, lithotritiques, galactagogues, emménagogues, antithrombotiques,
hypotensives et gastroprotectrices. De plus, il contribuerait a I’amélioration de la mémoire et
possederait des propriétés antimutagénes. F. vulgare n'a pas montré d'effets néfastes majeurs, hormis
quelques incidents de réactions allergiques (Rahimi et Ardekani, 2013). Par ailleurs, I'huile
essentielle (H.E) de fenouil démontre une action larvicide importante contre deux especes de
moustiques en Thailande (Anopheles dirus et Aedes aegypti) (Pitasawat et al., 2007).

8. Toxicité :

Aucune toxicité sévere ni effets secondaires n'ont été rapportés suite a la consommation de
fenouil, a I'exception de quelques cas de réactions allergiques tels que l'asthme et la rhinite liés a

I’ingestion des fruits.

Il a toutefois été signalé que l'estragole (méthylchavicol), I'un des composants majeurs,
présente une activité cancérigéne chez I’animal. Néanmoins, le métabolisme de ce composé differe
entre 'nomme et I'animal, tout comme les effets secondaires qui difféerent considérablement selon
qu’il est administré sous forme isolée ou intégré a une matrice naturelle complexe, comme dans les

extraits ou préparation a base de fenouil (Rahimi et Ardekani, 2013).

Intérét nutritionnel et santé :

Le bulbe, les feuilles et les graines de fenouil sont des potentiels réservoirs de divers nutriments
et sont couramment employeés a la fois en version crue et cuite dans une multitude de recettes (salades,
pates, plats de légumes, etc.) (Farrell, 1999). Le bulbe cru renferme des glucides, des fibres
alimentaires, des protéines, des vitamines B, de la vitamine C et divers minéraux indispensables, ce

qui le positionne comme un élément nutritif intéressant (Farrell, 1999).

Le fenouil est spécialement riche en fibres, ce qui aide a réduire le niveau de cholestérol
(Malhotra, 2012). Ses feuilles présentent une activité antioxydante notable, renforgant son attrait

pour la prévention des maladies associées au stress oxydatif (Malhotra, 2012).
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Les graines, au golt d’anis caractéristique, sont exploitées pour I’extraction de 1’huile
essentielle. Les fleurs et feuilles sont également utilisées pour leur pouvoir colorant jaune-brun
(Malhotra, 2012).
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1. Les mucilages :
1.1 Définition des mucilages :

Les mucilages sont des polysaccharides complexes, de structure ramifiée, contenant des
proportions variables d'arabinose, de D-galactose, de L-rhamnose et de D-xylose, ainsi que d'acide
galacturonique dont la taille et la composition peuvent différer d’une espéce végétale a une autre
(Sepulveda et al., 2007). lls présentent une composition hétérogéne, et forment des solutions
visqueuses caractéristiques au contact de I’eau (Varsha et al., 2010). Les mucilages sont présents
dans différentes parties de la plante (Deogade et al., 2012). Grace a leurs propriétés
physicochimiques, leurs applications sont nombreuses, ils peuvent étre utilisés dans les aliments, les
produits pharmaceutiques et cosmétiques pour des utilisations comme des modificateurs de texture,
des épaississants, des gélifiants et ou encore des agents liants (Deore et Khadabadi, 2008 ; Koocheki
et al., 2009 ; Lai et Liang, 2012).

1.2. Les propriétés fonctionnelles :

Les mucilages possédent des propriétés fonctionnelles intéressantes, telles qu’une forte capacité
de rétention d’eau, un pouvoir gélifiant et une activité émulsifiante. Ces caractéristiques expliquent
leur utilisation dans 1I’industrie agroalimentaire comme agents épaississants, stabilisants et systemes
d’encapsulation. A titre d’exemple, les propriétés rhéologiques du mucilage de lin et son intégration
dans les compositions alimentaires enrichies en fibres ont fait ’objet de nombreuses recherches

(Lorenc, 2024).

1.3. Applications alimentaires et biologiques des mucilages :

Au-dela de leur importance technologique, les mucilages ont un réle biologique crucial en tant
que composeés fibreux solubles. Ils jouent un rdle prébiotique en favorisant le développement de
bactéries bénéfiques du microbiote intestinal, comme les lactobacilles et les bifidobactéries. Cette
caractéristique leur confére une importance particuliere dans I'élaboration de produits nutraceutiques

et symbiotiques, notamment les yaourts fonctionnels (Kassem et al., 2021).
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2. Les pectines :

2.1. Définition des pectines :

Il est actuellement reconnu que la pectine est une macromolécule hétérogéne constituée de
plusieurs domaines structuraux dont la proportion et la structure peuvent varier selon la source
botanique, I’organe végétal concerné, le type cellulaire, le stade de développement ainsi que de sa

localisation précise dans la paroi cellulaire (Voragen et al., 2009).

Dans le domaine de la confiserie, il s'agit du troisiéme agent gélifiant le plus employé, apres
I'amidon et la gélatine. La pectine joue également un rdle colloidal protecteur, augmentant la viscosité
et disposant de propriétés remarquables pour la fixation et la libération des ardbmes (Schrieber et
Gareis, 2007).

La pectine commerciale est utilisee comme gélifiant, épaississant, stabilisant et emulsifiant dans
une grande variété de produits alimentaires tels que les confitures, les boissons lactées acides, les
glaces ou encore les vinaigrettes. La structure fine de la pectine influence significativement sa

fonctionnalité et ses applications (Willats et al., 2006).

2.2. Localisation des pectines :

La localisation des pectines varie en fonction des espéces de plantes. Elles sont largement
conservées chez les algues chlorophycées ainsi que chez les plantes angiospermes (Popper et Fry,
2003).

Les pectines affichent des motifs dynamiques au sein des parois cellulaires au cours de la
croissance (Haas et al., 2020). De méme, le marquage en pulse de RG-I (Rhamnogalacturonane 1)
indique une transition d'un motif diffus a un motif fibrillaire associée a une extension cellulaire
(Anderson et al., 2012).

De maniere générale, les pectines sont principalement concentrées dans la lamelle médiane,
située entre les parois des cellules voisines (Daher et Braybrook, 2015). On les retrouve également,
de facon moins réguliére, dans la lamelle moyenne des parois cellulaires du bois, la ou la lignification

débute lors du développement secondaire du xyleme (Wi et al., 2005).

Enfin, les fruits constituent des sources majeurs de pectines pouvant étre extraites. Par ailleurs,
elles constituent la majeure partie du mucilage, qui est principalement composé de RG-I (Francoz et
al., 2015).
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2.3. Structure de la pectine :

La pectine est une substance provenant exclusivement de sources végétales (Ridley et al.,
2001). Ce sont des polysaccharides qui se composent d'une chaine principale d'acide
galacturonique et d'une chaine secondaire ramifiée (Figure 03).

La chaine principale est formée d'acide D-galacturonique (D-Gal A) connecté par des liaisons
glycosidiques a (1—4). Des molécules de rhamnose s'immiscent régulieérement entre ces

monomeres par des liaisons o (1—2) (Wicker et al., 2014).

Figure 3 :La structure de la pectine (Tilly, 2010)

2.4. Composition :

Majoritairement, les unités d'acide galacturonique représentent en moyenne 65 % du poids des
pectines. Le groupe carboxylique de cet acide peut se présenter sous forme libre ou sous forme d'un
sels (avec le sodium, le potassium, le calcium ou I'ammonium) ou sous forme estérifiée par le
méthanol. Toutefois, les pectines proviennent de la dégradation des protopectines, des structures plus
complexes et se trouvent dans le tissu végétal. Ces derniers contiennent une variété de sucres neutres,
tels que le rhamnose dans la chaine principale, le galactose, l'arabinose et des proportions réduites

d'autres sucres formant des chaines latérales (Endred et al., 2009).

Les régions riches en acide galacturonique sont constituées d'un mélange d'esters
méthyliques, d'acide libre et de sels dérivés du groupe carboxyle de l'acide (Christensen et
Kelco, 2009).

14



Chapitre Il : Les mucilages, les pectines et I’activité prébiotique

2.5. Propriétés physico-chimiques :

2.5.1. Solubilité et précipitation :

Plusieurs facteurs déterminent la solubilité de la pectine : la température, le poids moléculaire,
le degré de ramification, le niveau d'estérification méthylique et la répartition des groupes esters
méthyliques. La pectine se dissout dans I'eau, créant une solution colloidale opalescente, mais elle
est insoluble dans I'éthanol. Ainsi, plus une pectine posséde une masse moléculaire faible, une
structure fortement ramifiée et posséde des fonctions carboxyliques impliquées dans l'estérification

au méthanol, plus sa solubilité est importante (Thibault et al., 1991).

2.5.2. Stabilité et dégradation :

L'hydrolyse ou la dépolymeérisation peut avoir lieu sous des conditions spécifiques de pH et de
température. D'autre part, des réactions de désestérification peuvent se produire a une température
inférieure a 10°C, tandis qu’a des températures plus élevées ce processus devient prédominant et
accélére la dépolymérisation, pouvant aller jusqu’a la dégradation compleéte du polymeére. Les

pectines restent toutefois relativement stables dans des environnements acides (Morris et al., 2002).

2.5.3. Viscosité :

La viscosité intrinseque des pectines est principalement influencée par leur masse molaire
(MS). Le pouvoir épaississant des pectines peut étre évalué grace a cette viscosité intrinseque qui
reflete le volume hydrodynamique occupé par le polymére (Yoo et al., 2006).

Le pouvoir épaississant dépend également des conditions extrinseques tel que la

température, la nature du solvant et le pH (Hotchkiss et al., 2002; Mesbahi et al., 2005).

2.4.4. Emulsification :

On ne considere généralement pas les polysaccharides comme des émulsifiants. Toutefois,
les pectines peuvent servir d'agents émulsifiants lorsqu’elles interagissent faiblement avec les
ions divalents. La fonction d'un agent émulsifiant consiste a diminuer la tension interfaciale d'une
émulsion (huile dans I'eau, eau dans I'huile...) afin de favoriser sa dispersion en fines gouttelettes

et assurer ainsi sa stabilité (Akhtar et al., 2002).

La capacité émulsifiante des pectines dépend de leurs caractéristiques structurelles et de
facteurs externes, tels que la concentration en polymere et le pH de la solution (Ngouemazong
et al., 2015).
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2.5.4 Gélification :

Les pectines possedent la capacité a former des gels par divers procédés, en fonction de
leur niveau de méthylation. Les pectines faiblement méthylées (LM) ont la capacité de se lier
fortement aux ions divalents comme le calcium. Dans le cas des pectines amidées (AM), la
vitesse de gélification est similaire a celle des pectines LM standard. Toutefois, la présence de
groupes amides rend possible la gélification des pectines LM a un pH acide inférieur a 3. Pour
les pectines hautement méthylées (HM), la vitesse de formation du gel dépend directement du
degré destérification (DE) ; lorsque ce paramétre est élevé, la gélification s’effectue plus

rapidement (Capel et al., 2006).

3. Les preébiotiques :

3.1. Définition :

Gibson et Roberfroid, (1995) ont été les premiers a définir le concept de prebiotique, le
décrivant comme un « aliment non digestible exercant un effet benéfique sur I'hdte en favorisant
la croissance et/ou l'activité d'une ou plusieurs souches bactériennes spécifiques a la flore

intestinale ».

Ainsi, cela contribue a améliorer la santé du consommateur. Par la suite, les auteurs ont
révise cette définition comme des « ingrédients fermentés sélectivement, permettant des

modifications spécifiques dans la composition et/ou I'activité du microbiote intestinal, apportant

ainsi des bénéfices pour la santé et le bien-étre de 1’héte. » (Gibson et al., 2000).

3.2. Effets des preébiotiques :
3.2.1. Effets entre les prébiotiques :

La consommation d'inuline et de fructooligosaccharides (FOS), a raison d’environ 10
g/jour, favorise la prolifération des bactéries lactiques, en particulier des bifidobactéries, au
niveau intestinal. Ces bactéries fermentent les fibres prébiotiques et les transforment en acides
gras a chaine courte (AGCC) tel que ’acétate, le butyrate, le lactate et le propionate (Miller,
1996).

Cette fermentation entraine I’augmentation du gradient osmotique et de la teneur en eau a
I'intérieur du c6lon, ce qui entraine une augmentation du poids des selles et un adoucissement de

leur texture (Schmelzle et al., 2003).

De plus, une diminution du pH des selles favorise la solubilisation accrue des minéraux et

oligoéléments tels que le calcium et le magnésium. Des recherches cliniques ont prouvé que
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I'assimilation du calcium est significativement améliorée suite a la consommation réguliére de

prébiotiques (Van den Heuvel et al., 2005).

3.3. Role des prébiotiques :

De nombreuses recherches ont mis en évidence les effets bénéfiques des probiotiques sur
ka santé intestinale. Leur consommation contribue a une amélioration générale de la fonction
colique, une diminution de la constipation et de la diarrhée, ainsi qu’une limitation de la

prolifération d’agents pathogénes (Desreumaux et al., 2000).

Par ailleurs, des études menées sur les humains et les animaux ont montré des progres
encourageants en ce qui concerne l'amélioration de l'absorption des minéraux, notamment du
calcium et du magneésium, stimulée par une production augmentée d'acides organigques dans le
cblon. Cet effet pourrait avoir une influence bénéfique sur le risque d'osteoporose et renforcer la
solidité des os (Hulm, 2001 ; Grosdemange, 2014).

3.4. Effets indésirables des prébiotiques :

Bien qu'ils soient généralement bien tolérés, les prébiotiques peuvent toutefois engendrer
des effets secondaires. Effectivement, tant qu'ils n‘ont pas subi de métabolisation, ils exercent un
effet osmotique au niveau de la lumiére intestinale, qui est inversement proportionnel a leur poids
moléculaire qui accroit le flux d'eau dans l'intestin, pouvant par conséquent provoquer des
borborygmes, des douleurs abdominales et possiblement de la diarrhée. De plus, la fermentation
des prébiotiques peut entrainer une production excessive de gaz au niveau du rectum. La
fréquence et Dl'intensit¢é de ces symptomes dépendent de la dose consommée, du mode
d’ingestion, mais aussi de la sensibilit¢ individuelle et du profil microbien propre a chaque
individu. Toutefois, l'intensité des symptémes demeurent généralement modérés et sans danger

pour la santé (Marteau et al., 2004).

3.5. Utilisation des prébiotiques en alimentation humaine :

Les prébiotiques se retrouvent dans de nombreux produits alimentaires tels que les produits
laitiers, les laits infantiles, les produits de boulangerie, boissons, pates alimentaires, pates a
tartiner, sauces, produits carnés, céréales de petit déjeuner, soupes, confiserie, barres a croquer
et desserts (Hulm, 2001).
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4. Symbiotique :

Le terme « symbiotique » fait référence a la notion de synergie et est exclusivement utilisée
pour désigner les produits associant simultanément des probiotiques et des prébiotiques.

On définit les symbiotiques comme des combinaisons de probiotiques et de prébiotiques qui
ont des effets positifs sur I'hGte en favorisant la survie, la croissance et I’activité des microorganismes

probiotiques dans le tubes digestif (Andersson et al., 2001 ; Isolauri et al., 2002).

Ces associations peuvent générer des effets indépendants ou synergiques, ce qui souligne leur

importance dans la formulation de compléments ou d’aliments fonctionnels (WGO, 2008).

Le prébiotique peut stimuler la croissance du probiotique, amplifiant ainsi les effets bénéfiques

de ce dernier sur la santé (Clerc et Pinna, 2007).

18



Chapitre 111
Les yaourts fonctionnels et les probiotiques



Chapitre 111 : Les yaourts fonctionnels et les probiotiques

1. Leyaourt:

1.1. Historique :

Dans leur quéte de conservation du lait sur une longue durée, les premiers fermiers ont mené
de nombreux essais, allant de la simple fermentation du lait a la maitrise de la fermentation lactique.
Ce savoir-faire représente aujourd'hui un avantage majeur dans le développement technologique et
industriel (Treillon, 2000).

L'étymologie du mot yaourt trouve son origine en Asie (yoghourt ou yogourt), dérivant du terme

turc « yoghurmark » qui signifie « épaissir » (Tamime et Deeth, 1980).

Historiquement, le yaourt dit « nature » et ferme représentait la majorité des productions de
laits fermentés. Dans les annees 1960-1970, de nouvelles variétés sucréees, puis aromatisées ou aux
fruts ont wvu le jour, devenant rapidement dominantes sur le  marché.
L'apparition du yaourt brassé a également marqué une autre avancee significative dans la mise en
marché des laits fermentés. Aujourd’hui, I'expansion commerciale du secteur des yaourts
probiotiques illustre la demande croissante des consommateurs pour des aliments a valeur
fonctionnelle (Mahaut et al., 2003).

1.2. Définition :

Le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par la fermentation lactique, a partir de deux
ferments distincts ensemencés simultanément : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus. Ces microorganismes, naturellement présents dans le lait, excluant ainsi toute autre
bactérie. Ces bactéries doivent demeurer vivantes a une concentration de 10°7/g du produit. Elles
sont également thermophiles et transforment le lactose en acide lactique a une température de 45°C.
Lors de leur commercialisation, la concentration en acide doit étre d'au moins 0,7% (Fredot, 2005).

Selon la norme n° A-11 (1975) du Codex Alimentarius, le yaourt est défini comme suit : « Le
yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique gréace a I'action de Lactobacillus
bulgaricus et de Streptococcus thermophilus, issu du lait frais ou du lait pasteurisé. (ou concentré,
partiellement écrémé, enrichi en matiére seche) avec ou sans ajout (lait en poudre, lait écrémé en
poudre, etc.). Les microorganismes présents dans le produit final doivent étre a la fois viables et en
grande quantité. »

Dans de nombreux pays, la loi requiert que les bactéries présentes dans le yaourt demeurent
vivantes dans le produit commercialisé. Certains pays reconnaissent qu'apres une étape de chauffage

visant a prolonger la durée de conservation, cela détruit les bactéries vivantes. Cette pratique bien que
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tolérée dans certains pays, elle n'est pas recommandée, car elle altere les caractéristiques sensorielles
et fonctionnelles du yaourt (FAO, 1995).

1.3. Les Bactéries spécifiques du yaourt :

Dans la fabrication du yaourt, les deux bactéries (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus) agissent conjointement pour abaisser le pH du lait jusqu’au point isoélectrique de la
caséine (pH 4,6), provoquant ainsi la formation d’un gel (Coagulum). En plus de leurs role acidifiant,
ces bactéries participent a la production de composés aromatiques, principalement l'acétaldéhyde,
mais aussi la cétone, l'acétoine et le diacétyle,responsables de la saveur typique du yaourt. Certaines
souches produisent également des polysaccharides extracellulaires (glucanes), qui influencent
directement la texture et la viscosité du produit final (FAO, 1995).

1.3.1. L’espéce Lactobacillus bulgaricus :

Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus est un bacille gram positif, non mobile, asporulé et
microaérophile. Il se présente sous forme de batonnets isolés ou en chaines (Figure 04), il Possédant
un métabolisme homofermentaire, il génere de I'acide D-lactique a partir des hexoses via la voie
d'Embden Meyerhoff Parnas (EMP) et n'a pas la capacité de fermenter les pentoses (Axelsson, 1998).
Sa croissance optimal s’observe entre 45 a 50°C en acidifiant fortement le lait jusqu'a 1,8 % a 2,7 %

d'acide lactique correspondant a un pH compris entre 4.5 et 3.6 (FAO, 1995).

Figure 4 : Aspect des cellules de Lb. Bulgaricus sous le microscope électronique.

1.3.2. L’espéce Streptococcus thermophilus :

C’est un Cocci, Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile, disposé en chaines de longueurs
variables ou en pair (Figure 05), présent dans les laits fermentés et les fromages (Roussel et al.,
1994). C'est une bactérie dépourvue de l'antigéne D, qui est sensible au bleu de méthylene (0,1%) et
a plusieurs antibiotiques. Elle ne peut pas métaboliser le galactose et se développe bien entre 37 et 40

°C, tout en restant capable de croitre a 50 °C. Elle est capable de résister a des températures de 65 °C
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pendant une demi-heure ou & 74 °C pendant quinze secondes, et possede un métabolisme

homofermentaire produisant principalement de 1’acide lactique (Vaillancourt et al., 2008).

Figure 5 : Aspect des cellules de St. thermophilus sous le microscope électronique.

1.4. La proto-coopeération entre St. thermophilus et Lb. Bulgaricus :

La production de yaourt repose sur une interaction synergique entre deux especes de bactéries
lactiques, St. thermophilus et Lb. Bulgaricus. On parle fréeqguemment de proto-coopération en
décrivant la relation entre ces deux espéces, car elle est avantageuse sans étre obligatoire a la
croissance de chacune des espéces dans le lait (Thevenard, 2011). Cette collaboration recherchée

aboutit a une stimulation réciproque se traduisant par plusieurs effets positifs (Mihail et al., 2009) :

e Une acidification plus rapide du milieu ;

eUne augmentation de la population bactérienne finale ;

eUn abaissement plus prononcé du pH final ;

eUne production accrue de composes aromatiques, en particulier d'acétaldéhyde ;
e Une stabilité améliorée du produit final ;

eUne production plus conséquente de certains éléments tels que les polysaccharides

extracellulaires (EPS).
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Pour se développer, les bactéries ont besoin d'acides aminés et de peptides directement assimilables.
Or, le lait n'en contient que de faibles quantités permettant seulement de démarrer leur croissance
(Thevenard, 2011). St. thermophilus se développe plus rapidement a un pH compris entre 6,6 et 6,8

du lait en rendant le lait anoxique et légérement acide,

Acide lactique
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Acide formique

-
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Figure 6 : Proto-coopération entre St. thermophilus et Lb. Bulgaricus (Mahaut et al., 2000).

permettant a Lb. Bulgaricus de prendre le relai en abaissant le pH jusqu'a environ 4,3 a 4,2 grace a
I’hydrolyse de la caséine, qui libére des peptides permettant au Streptocoque de poursuivre sa
croissance.

De son coté, S. thermophilus stimule la croissance du lactobacille en produisant I'acide formique, le
dioxyde de carbone et I’acide pyruvique qui agissent comme facteur de croissance (Figure 06)

(Jeantet et al., 2008).

La production d’acide lactique différe également selon 1’espéce, S. thermophilus produit

majoritairement la forme L(+), tandis que L. bulgaricus génere principalement la forme D(-).

A la fin de la fermentation, environ le tiers du lactose initial est transformé en acide lactique.
Dans la fabrication du yaourt, l'utilisation du lactose se fait selon la voie suivante : une lactase
hydrolyse le lactose en galactose et en glucose. Ce dernier est ensuite transformé en acide pyruvique
puis en acide lactique pendant que le galactose s'accumule progressivement dans le lait sans étre
utilisé. Ainsi, dans un lait a 6,5 % (en poids) de lactose, 100 g du yaourt obtenu contiennent environ
prés deux jours de conservation 4 g de lactose, 0,05 g de glucose, 0,05 g d'oligosaccharide et 1,5 ¢
de galactose (FAO, 1995).
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1.5. Aptitudes technologiques des bactéries lactiques du yaourt :

Les bactéries lactiques, ont un role crucial dans la fermentation des matiéres premieres d'origine
animale et végétale. Leur aptitude a fermenter les glucides, et dans une moindre mesure a hydrolyser
les protéines et les lipides conduit a la production d'une vaste variété de métabolites, comme les acides
organiques, les peptides, les substances antimicrobiennes et aromatiques ainsi que les
exopolysaccharides (EPS). Ces métabolites peuvent influencer les propriétés organoleptiques,

technologiques et nutritionnelles des aliments fermentés (Mozzi et al., 2010).

1.5.1. Aptitude acidifiante :
La production d’acide lactique est I'une des principales fonctions des bactéries lactiques en

technologie laitiére, car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la matiere seche du
lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien (Kuipers et al., 2000). Le processus
d’acidification du yaourt dépend de I’activité symbiotique de St. thermophilus et Lb. delbrueckii ssp.
Bulgaricus. L’importance de I’acide lactique durant la fabrication du yaourt peut se résumer comme
suit (Leory et al., 2002 ; Sinngh Sudheer et al., 2006) :

® |l aide a déstabiliser les micelles de caseine, ce qui conduit a la formation du gel ;

® |l donne au yaourt son gott distinct, comme il contribue a la saveur et I’aromatisation du
yaourt ;
® |l intervient comme inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes indésirables.

L’acidité du yaourt est communément exprimée en degré Dornic (1°D = 0.1g d’acide lactique
/L de lait). Elle se situe entre 100 et 130°D (Loones, 1994)

1.5.2. Aptitude proteolytique :

La croissance des bactéries lactiques jusqu’a des densités cellulaires suffisante pour
permettre a ces derniéres d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systeme
protéolytique capable de satisfaire tous les besoins en acides aminés nécessaires a partir de
I’hydrolyse des protéines du lait. Les bactéries lactiques présentes des capacités protéolytique
différentes, liées a leur équipement enzymatique et de leur aptitude a exploiter la fraction azotée
(Monnet et al., 2008 ; Roudj et al., 2009).

Il est connu que l'activité protéolytique de Lb.delbrueckii, ssp. bulgaricus est plus élevée que
celle de St. thermophilus (Girsoy et al., 2010).

1.5.3. Aptitude texturante :
La texture et I'onctuosité constituent pour le consommateur les éléments les plus importants

d'appréciation de la qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir du
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glucose, des polysaccharides qui sont constitués de longues chaines d’unités répétitives de sucres

simples et /ou de dérivés de glucides plus ou moins ramifiées (Ruas-Madiedo et al., 2001).

Il est couramment admis que la production des exopolysaccharides (EPS) est le résultat de
I’action exercé par St. thermophilus. Cependant, Lb. bulgaricus posséde également la capacité a
produire des EPS composés de galactose, glucose, rhamnose, a des rapports approximatifs de 1:4.
L'utilisation de ces bactéries productrices d’EPS améliorela résistance du coagulum du yaourt aux
chocs physiques et thermiques, et joue un role important dans I’obtention d’une fermeté satisfaisante

ainsi que d’une viscosité optimale (Ngoufack et al., 2004 ; Vaningelgem et al., 2004).

1.5.4. Aptitude aromatisante :

Divers composés volatiles et aromatiques interviennent dans la saveur et I'appétence du yaourt.
C'est principalement le lactose qui joue un role dans la formation de ces composes. Parmi eux, outre
I'acide lactique qui confére au yaourt son go(t acidulé, c'est lI'acétaldehyde qui a éte identifié comme
le plus important des composes carbonyliques contribuant a I'ardme typique du yaourt (Enel et al.,
2011). Il provient en grande partie de la transformation de la thréonine. Les deux bactéries du yaourt
Lb. bulgaricus et St. thermophilus sont capables d’en produire, mais a des proportions différentes,
sa concentration optimale est estimée entre 17 et 41 mg/l au cours de la fermentation du yaourt
(Chaves et al., 2002; Bongers et al., 2004).

1.5.5. Aptitude lipolytique :

Les ferments lactiques possedent des lipases et des estérases qui peuvent hydrolyser les
triglycérides en acides gras. lls peuvent produire certains acides gras volatils, (C2 - C6), qui
contribuent a la saveur caracteristiques des produits laitiers fermentés. Cependant, la lipolyse reste
généralement faible dans le yaourt, et son effet en terme de flaveur finale est le plus souvent

considéré comme non significatif (Béal et al., 2008).

1.5.6. Aptitude antagonistique :
Les composés antimicrobiens produits par les bactéries lactiques peuvent inhiber la croissance
des bactéries pathogénes dans les produits fermentés. Ces composés inclues le peroxyde
d’hydrogeéne (H20:), le dioxyde de carbonne (CO2), le diacétyle, I’acétaldéhyde, les D-isomeres des

acides aminés et les bactériocines (Cintas et al., 2001 ; Akpinar et al., 2011).

La production d’acide lactique diminue le pH en créant un milieu défavorable au

développement des microorganismes pathogenes (Aslim et al., 2004). I’acide lactique existe sous
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deux formes, dissociées et non dissociées, dont I'ampleur de la dissociation dépend du pH. A pH

acide, la grande quantité d'acide lactique est sous la forme non dissociée qui est toxique pour
beaucoup de bactéries, levures et moisissures.

2. Technologie de fabrication :

Les étapes de fabrication (résumées dans la figure 06) peuvent différer selon le type de
produit fini souhaité.
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Figure 7 :Diagramme général du procédé de fabrication du yaourt

(Gouaich et Mekemeche, 2022)
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Nous distinguons dans le processus d’élaboration les étapes énumérées ci-dessous :

2.1. Standardisation du mélange :

Les procédés de fabrication peuvent varier selon le type de yaourt : le yaourt « étuvé » dont la
fermentation s’effectue directement en pot; et le yaourt « brassé », dont la fermentation a lieu dans
une cuve avant le brassage du caillot afin d’obtenir une texture plus fluide, suivi du conditionnement.
Dans I'ensemble, le processus de fabrication comprend plusieurs étapes successives (Schmid et al.,
1994).

Le yaourt peut avoir une teneur variable en matiéres grasses. En général, elle est modifiée pour
que le produit  soit  classe dans l'une  des  catégories  suivantes
- Yaourt entier : doit contenir au moins 3% (m/m) de matiéres grasses.
- Yaourt partiellement écrémé : contenant moins de 3% (m/m) de matiere grasse.
La consistance et la viscosité du yaourt dépendent en grande partie de la teneur en matiéres seches du
lait. La présence de matiére grasse apporte une texture crémeuse, atténue I'acidité et rehausse le godit.
Les protéines renforcent la texture et atténuent également [l'acidite. D'apres le Code des
recommandations FAO/OMS (1975), la teneur minimale en matiére séche non grasse des produits

laitiers doit étre de 8,2% (m/m), indépendamment de la quantité de matiéres grasses présente.

2.2. Traitement thermique :

Une fois le lait préparé, il est soumis a une pasteurisation thermique a 94 a 96°C pendant une
duréce de 3 a 5 minutes. L'objectif de ce traitement est de
- Eliminer les micro-organismes nuisibles qui pourraient étre présents ainsi que I'essentiel de la flore
ordinaire. 1l offre également la possibilité d'éliminer des inhibiteurs naturels et de stimuler les
bactéries grace a la libération de facteurs de croissance.
-Dénaturer partiellement les protéines sériques (pB-lactoglobuline, a-lactalbumine), favorisant leur
fixation sur les micelles de caséines. Cet effet a pour conséquence d’augmenter les capacités de
rétention d’eau du yaourt entrainant la modification des propriétés rhéologiques du coagulum acidifié.
Le caillé devient plus ferme et la tendance a I’expulsion du sérum au cours du stockage est réduite.
Grace a ce traitement, le yaourt brassé présente une texture plus homogene et visqueuse (Carole et
Vignola, 2002).
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2.3. Ensemencement :

Il se fait a I’aide d’un levain constitué¢ exclusivement des deux bactéries spécifiques du
yaourt : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Une agitation homogéne est
nécessaire afin d’assurer une répartition parfaites des micro-organismes dans le mélange

lait/ferment.

2.4. Fabrication de levain lactique :

Le levain peut étre préparé sur place et réutilisé plusieurs fois, ce qui représente une option
économiquement avantageuse. Cette méthode est exclusivement recommandée pour les producteurs
agricoles qui produisent quotidiennement de grandes quantités de yaourts (3000 pots par cycle). Pour
étre mise en pratique avec succes, elle exige des compeétences adéquates et du matériel approprié. En
effet, elle requiert de fortes exigences dans le travail en terme de rigueur et d’asepsie pour obtenir des
ferments purs et éviter toute contamination microbienne indésirables. Le levain est élaboré en
combinant des ferments « semi-directs » commerciaux (sous forme de poudre lyophilisee) réhydratés

avec du lait demi-écremé stérilise (Ghalem 2014).

2.5. Conservation de levain :

Les ferments lactiques sont souvent conserveés a court terme a une température inférieure a 10
°C en milieu liquide (dans du lait reconstitué) apres inoculation a 30°C pendant 16 a 18 heures ou a
42°C pendant 3 a 4 heures. Pour une conservation a long terme, ces bactéries peuvent étre conservees
par congélation dans 1’azote liquide a -196°C ou a -40 °C en présence bien évidemment d’un

cryoprotecteur tel que le glycérol (Ghalem, 2014).

2.6. Role et propriétés des levains lactiques :
La premiére fonction des levains lactiques est d’assurer la production d’acide lactique a partir

de lactose, et contribuant ainsi a I’abaissement du pH et la coagulation du lait.

Cependant, leurs rdles technologiques sont diverses et varient en fonction du type de produit

laitier fermenté :
e Production d’acide lactique et abaissement du pH du milieu ;
e Production de composés aromatiques (diacétyl, acétaldéhyde ...ect) ;
e Synthése d’enzymes protéolytiques participant a I’affinage des fromages ;

e Production d’ecopolysaccharides (EPS) améliorant améliorant la texture et la viscosité

des produits fermentés ;
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*Rdle inhibiteur sur les micro-organismes indésirable, dii a I’acidification du milieu et

la production de métabolites antimicrobiens (Ghalem, 2014).

2.7. Réchauffage :

Le lait ainsi reconstitué et ensemencé est généralement porté a une température d'environ 45°C
en passant par des échangeurs de chaleur a plaques. Le Streptocoque se développe de maniére
optimale a une température de 42-45°C, tandis que le Lactobacille préfére une température
légérement supérieure, de 47-50°C.
En fonction des zones géographiques, les consommateurs ont une préférence pour des yaourts plus
ou moins acides et aromatiques. Les caractéristiques sensorielles (acidité, ardbme, texture) varient en
fonction des souches employées et de la température d'incubation. Ainsi une réduction de la
température de 1 a 3°C (42-44°C), stimule la croissance du streptocoque et par conséquent, la
production d'arémes (acétaldéhyde, diacétyle), tandis qu’une élévation légére (45-46°C), favorise
davantage la croissance du lactobacille et par conséquent, la production d'acide et I’acidification du

milieu (Schmidt et al., 1994).

2.8. Etuvage / brasage :

Selon la nature du yaourt a fabriquer, on procéde soit a une incubation au niveau des
chambres chaudes dans le cas du yaourt ferme (étuvés) ou a une fermentation en cuve pour
les yaourts brasseés :
2.8.1. Phase d’incubation (étuvage) :
Pour les yaourts étuveés, le lait ensemencé est rapidement distribué dans des récipients ou des
pots en plastique (de type polyéthyleéne ou polypropyléne). L'ajout d’additifs ou d’ardmes s’effectue

avant la mise en pots.

Suite au processus de capsulage, les pots sont dirigés vers une chambre chaude (étuve)
pour incubation qui dure approximativement entre 2 et 3 heures. La température et la durée
d'incubation influencent l'acidification. Les pots sont maintenus dans 1’étuve jusqu’a
’obtention d’une acidité de 0.75 a 1% environ d’acide lactique soit 75 a 100°D. Le caillé

formé doit présenter une texture ferme, lisse et sans synérése (absence d’exsudation de sérum).

Dés que le niveau d'acidité désiré est atteint, les pots de yaourt sont retirés des lieux
d'incubation et refroidis rapidement a une température de 4 °C. Cela vise a arréter la

fermentation par inhibition de I’activité bactérienne. Les pots sont ensuite conservés a cette
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température pendant une période de 12 a 24 heures afin de consolider la texture du produit
gréce au froid. (Tamime, 1999).
2.8.2. Brassage :
Pour les yaourts brassés, le lait ensemencé est incubé en cuve fermée est conservé a 42-46 °C
jusqu'a I’obtention du degré d’acidité souhaité. Le coagulum formé est ensuite découpé et brassé afin
d’obtenir une texture crémeuse et homogene. Cela doit étre réalisé avec soin selon l'une des méthodes

suivantes :
® Agitation mécanique a I'aide d’un brasseur a turbine ou a hélice ;
® Passage du gel a travers un tamis ;
® Homogénéisation a basse pression.

Une fois ce traitement opéré, le caille est immédiatement et rapidement refroidi a une
température inférieure a 10°C. Le yaourt est ensuite conditionné en pots et conservé entre 2 et 4°C.
L’addition éventuelle d’arémes, de pulpes de fruits, etc., se fait au moment du remplissage des pots

(Courtin et al., 2002 ; Ngounou et al., 2003).

3. Intérét santé de yaourt :

L'acide lactique contenu dans le yaourt possede une propriété antiseptique légére.Cette acidité
freine la  prolifération des micro-organismes pathogénes dans le tube digestif.
En outre, cette acidité stimule les mouvements péristaltiques, ce qui facilite I’élimination des bactéries
indésirables et contribue a un meilleur confort intestinal.
Certaines souches de Streptococcus thermophilus empéchent également l'installation de certaines
bactéries nuisibles dans l'intestin, telles que les Salmonelles et les colibacilles. Cependant, Les
bactéries présentes dans le yaourt ne s’implantent pas durablement dans la flore intestinale. C'est pour
cette raison qu'une consommation réguliere est indispensable pour préserver leurs effets bénéfiques.
De maniere général, le yaourt est un aliment vivant qui améliore 1’équilibre du microbiote intestinal

et atténue les troubles digestifs (Ferdot, 2005).
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4. Les probiotiques :

4.1. Définition :

L'expression probiotique a été introduite en 1965, en contraste avec les antibiotiques. Lilly et
Stillwell les ont décrits comme des éléments issus des micro-organismes qui entrainent la
prolifération d'autres micro-organismes (Dolié, 2018). Le terme probiotique vient des deux mots
grecs « pros » et « bios » qui se traduisent par « pour la vie » ou « en faveur de la vie », & l'opposé du
terme antibiotique qui signifie « contre la vie ». Les probiotiques, qui sont des micro-organismes
vivants comme des levures ou des bactéries, sont souvent incorporés dans certains produits
alimentaires fermentés comme le yaourt et sont commercialisés sous forme de compléments
alimentaires au vu de leurs effets benéfiques sur la santé humaine .Selon la déefinition adoptée par
I’OMS et la FAO en 2002 un probiotique est un micro-organisme vivant qui, lorsqu'il est consommé

en quantité suffisante il exerce un effet bénéfique sur la santé de 1’hote (FAO, 2002).

4.2. Classification des probiotiques :

Les probiotiques se composent de bactéries ou de levures qui se trouvent naturellement dans
le corps humain, principalement dans la flore intestinale humaine. On peut distinguer trois grands

groupes de micro-organismes a activité probiotique (Lignon et Chiny, 2013).

4.2.1. Les bactéries lactiques :
Il s'agit des probiotiques les plus répandus. Elles sont capables d’assimiler le lactose et le

transformer en acide lactique, qui est leur produit métabolique principal, entrainant une baisse du pH
du milieu ce qui inhibe la croissance de bactéries pathogénes. Cette catégorie comprend généralement
des genres tels que Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus,

Leuconostoc et Pediococcus.

4.2.2. Les bactéries non lactiques :
Certaines especes, notamment du genre Bacillus, étaient auparavant utilisées dans la
prévention et le traitement des diarrhées. Cependant, en raison du manque d'études cliniques

confirmant leur efficacité, ces bactéries ont été progressivement abandonnées (Bernier, 2010).

4.2.3. Levures du genre Saccharomyces :

Les levures Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces boulardii, présentes dans des produits
fermentés tels que la biere, les produits laitiers et certains yaourts, sont aussi considérées comme
probiotiques. Saccharomyces boulardii est une levure tropicale, découverte en Indochine en 1923 par
le chercheur francais Henri Boulard. 11 a extrait la levure de différents fruits tropicaux (comme le

litchi et la papaye) aprés avoir remarqué que les habitants locaux utilisaient la peau de ces fruits dans
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le traitement de la diarrhée. Le cytoplasme de S boulardii riche en glycogene, vitamines et enzymes

hydrolytiques telles que les lipases, les protéases et les disaccharidases (Periti, 2001). Les micro-

organismes utilisées comme probiotiques sont regroupées dans le (Tableau 3).

Tableau 3 :Principales especes microbiennes utilisées comme probiotiques (Bernier, 2010).

Genres Especes

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
Saccharomyce S. cerevisiae, S. cerevisiae var boulardi

5. Probiotiques et santé :

Des études ont confirmé les nombreux effets bénéfiques des probiotiques sur la santé
humaine. Ils contribuent a la prévention et au traitement de différentes types de diarrhée, y compris
la diarrhée du voyageur et la diarrhée associée a la prise d'antibiotiques (Beausoleil et al., 2007;
McFarland, 2007). Ils permettent également a réduire et a traiter certaines infections gastro-
intestinales (Salminen et al., 2005). Les probiotiques ont un favorise une meilleure digestion et
aident a réduire les symptomes de l'intolérance au lactose (Nagpalet al., 2007). Ils possedent
également des propriétés antimicrobiennes par la production de bactériocines (Klaenhammer,
1988). Certaines souches ont démontré leur capacité a prévenir des maladies chroniques telles que
la maladie de Crohn, l'obésité et le diabéte (Schultz et al., 2004; Yadav et al., 2007). D’autres
recherches suggérent également qu'ils pourraient jouer un rdle crucial dans la prévention du cancer
du c6lon (Wollowski et al., 2001). Ils contribuent également a la modulation du systéeme
immunitaire et au renforcement de la muqueuse intestinale (Matsuzaki et Chin, 2000; Madsen,
Cornish et al., 2001).
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Tableau 4 :Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al., 2004;

Les yaourts fonctionnels et les probiotiques

Patterson, 2008).

Effet intestinaux

Effet sur le systeme
immunitaire

Autres effets

Contrdle des troubles
suivants :

Effet immunitaire :

Réduction du risque de :

Mauvaise digestion du
lactose

Modulation immunitaire

Certains cancers (colorectal,
vessie, col utérin, sein)

Diarrhée due aux
rotavirus et Diarrhée-
associée aux
antibiotiques

Répression des réactions
allergiques par réduction de
I’inflammation

Coronaropathie

Syndrome du cdlon irritable

Réduction des risques
d’infection par des agents
pathogenes courants
(Salmonella, Shigella)

Maladie des voies urinaires

Constipation

Infection des vois
respiratoires supeérieures et
infections connexes

Infection par Helicobacter
pylore

Réduction du cholestérol
sérique et de la pression
artérielle

Prolifération
bactérienne dans
I’intestin gréle.

Maladies
inflammatoires
chroniques de
I’intestin.

Prévention de
I’entérocolite

Nécrosante du
nouveau-né.
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Partie 02 : Partie expérimentale

1. Objectifs

Ce travail a pour objectif de mettre en valeur les mucilages et les pectines extraits des graines de
fenouil (Foeniculum vulgare) a travers 1’étude de leur activité prébiotique et leur utilisation comme

ingrédients fonctionnels dans la formulation de yaourts.
L’étude consiste a :
Extraire les mucilages et les pectines a partir des graines de fenouil selon une méthode appropriée.

Evaluer leur activité prébiotique en étudiant leur effet sur la croissance de souches probiotiques

sélectionnées.

Incorporer ces extraits polysaccharidiques dans la fabrication de yaourts fonctionnels et suivre leur
évolution au cours du stockage réfrigéré a 4 °C, a travers des analyses physico-chimiques et

microbiologiques.

2. Matériel et méthodes

2.1 Origine de la matiére premiere
La matiere premiére de cette étude de recherche (grains de Foeniculum vulgare) a été collectée

dans la région de Mostaganem, située a environ 35,933333 Latitude et de 0,083333 Longitude.

Les graines de Foeniculum vulgare ont été achetées sous forme de poudre aupres d'un herboriste
spécialisé dans la vente de plante aromatiques et médicinales. La poudre a ensuite été transférée dans
des bocaux hermétiques fumés et conservés a l'abri de la lumiére et de I'numidité, a température

ambiante afin de préserver ses propriétés physico-chimiques et microbiologiques.
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3. L’extraction des mucilages et pectines

3.1 L’extraction des mucilages

L’extraction des mucilages a partir des graines de fenouil (Foeniculum vulgare) a été réalisée
selon une méthode adaptée par Otalora et al., (2021), avec quelques modifications. Une quantité de
50 g de poudre de graines a ét¢ mélangée avec 500 mL d’eau distillée (rapport 1:10, m/v). La
suspension obtenue a été chauffée a 40 °C sous agitation modérée pendant deux heures, puis filtrée
soigneusement afin de récupérer la fraction soluble. L’extraction a été répétée une seconde fois dans
les mémes conditions afin d’assurer une récupération maximale des mucilages. Le filtrat obtenu a
ensuite été soumis a une précipitation par ajout progressif d’éthanol a 96 % dans un rapport volumique
de 3:1 (éthanol : filtrat). Le mélange a été maintenu au repos pendant 24 heures a 4 °C pour permettre
la formation du précipité. Le précipité de mucilages ainsi formé a été récupéré par centrifugation,
puis lavé a I’aide d’un mélange éthanol/eau (70 :30, v/v) afin d’¢éliminer les impuretés solubles. Enfin,

le produit a été séché dans un bain-marie a 50 °C jusqu’a obtention d’une masse constante.

P

1-Extraction

3- Précipitation

4- Centrifugation 5- Séchage 6- Les mucilages

Figure 8 :Etapes d’extraction de mucilage des graines de fenouil
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3.2.L’extraction des pectines

L’extraction des pectines a partir des graines de fenouil (Foeniculum vulgare) a été réalisée selon
la méthode adoptée par Belkheiri et al., (2021). A partir de 50 g de poudre de graines. La poudre a été
hydratée dans 500 mL d’eau distillée et le mélange a été laissé au repos pendant 30 minutes afin de
favoriser le gonflement des fibres. Le pH de la suspension a ensuite été ajusté entre 1,5 et 2 a I’aide
d’HCl dilué, puis le mélange a été chauffé dans une plaque chauffante a 85 °C pendant 1 h 30 min sous
agitation magnétique réguliére en veillant a éviter toute ébullition violente. Aprés chauffage, la
suspension a été filtrée a chaud a I’aide d’un papier filtre afin de récupérer le filtrat contenant les
pectines dissoutes. La précipitation des pectines a été effectuée en ajoutant au filtrat de I’éthanol a 96
% dans un rapport de 3 volumes d’éthanol pour 1 volume de filtrat (3:1, v/v) sous agitation continue.
Le mélange a été laissé au repos pendant 24 heures a 4 °C pour permettre la formation du précipité. Le
précipité de pectine obtenu a été récupéré par centrifugation, puis lavé avec un mélange éthanol/eau
(70/30, v/v) pour éliminer les impuretés solubles. Enfin, le produit a été séché dans un bain marie a 50

°C jusqu’a obtention d’une masse constante.

4Centrifugation | 5- Séchage 6- Pectine

Figure 9 :Etapes d’extraction de pectine des graines de fenouil.
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4. Analyses effectuées
Remarque : Les différentes analyses et dosages présentés dans cette section ont été réalisés selon

les mémes protocoles expérimentaux pour les deux types d’extraits, a savoir les mucilages et les

pectines, afin d’assurer la comparabilité des résultats obtenus.

4.1. Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux (oses neutres) de ’extrait brut de Foeniculum vulgare est réalisé
selon la méthode de (Dubois et al., 1951). Cette méthode repose sur la réaction des sucres avec le
phénol et ’acide sulfurique, conduisant a la formation d’un composé coloré dont I’intensité est
proportionnelle a la concentration totale en sucres présents dans I’extrait, et dont I’absorbance est

mesurée par spectrophotométrie.

Des solutions de calibration a base d’acide galacturonique et de glucose, ainsi que différentes
dilutions des extraits (1/2, 1/5, 1/10 et 1/20), ont été préparées. Dans des tubes a essai, 200 pL de
chaque solution (blanc, gamme de calibration, extrait brut ou dilue) ont été introduits, puis 200 uL de
phénola 5 % ont été ajoutés. Aprés homogénéisation par vortexage , 1 ml d’acide sulfurique concentré
a été ajouteé avec precaution, en raison du degagement de chaleur, puis les tubes ont été de nouveau
mélanges. Les tubes ont ensuite été placeés dans un bain-marie a 100 °C pendant 5 minutes, refroidis
immédiatement dans un bain d’eau froide, puis maintenus a 1’obscurité pendant 30 minutes.
L’absorbance des solutions a été mesurée a 492 nm a 1’aide d’un spectrophotometre. La teneur en
sucres totaux a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage établic dans les mémes conditions

expérimentales, en utilisant le glucose ou I’acide galacturonique comme standard.

Les résultats sont exprimés en mg equivalent glucose (ou acide galacturonique) par millilitre

d’extrait (mg Eq. / mL) et en mg équivalent glucose (ou acide galacturonique) par gramme de matiére

seche (mg Eq. /g MS).
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Figure 10 :Développement de la coloration lors du dosage des sucres totaux

(méthode de Dubois, 1951)

4.2. Dosage des sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs de I’extrait brut de Foeniculum vulgare est réalisé selon la
méthode de Miller, (1959). Cette méthode repose sur la capacité des sucres réducteurs a réduire le
réactif a ’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) en milicu alcalin, conduisant a la formation d’un
compos¢ coloré rouge orangé dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en sucres
réducteurs présents dans I’extrait. L’absorbance est mesurée a 540 nm a l’aide d’un

spectrophotometre.

Le réactif DNS (acide 3,5-dinitrosalicylique) a été préparé en chauffant doucement 40 ml d’eau
distillee a environ 50 °C sous agitation magnétique, puis en y dissolvant 1 g de DNS. Apres
dissolution compléte, 2 g de NaOH ont été ajoutés lentement, en raison du caractere exothermique de
la réaction, ce qui entraine un changement de couleur du mélange vers le brun-rouge. Ensuite, 30 g
de sel de Rochelle (tartrate double de sodium et de potassium) ont été incorporés par petites portions
tout en maintenant la température entre 50 et 60 °C afin de faciliter la dissolution. Pour améliorer la
stabilité du réactif, 0,2 g de phénol et 0,1 g de sulfite de sodium ont été ajoutés. Le mélange a ensuite
été transféré dans une fiole jaugée de 100 ml, le bécher rincé, puis le volume complété a 100 ml avec
de I’eau distillée. La solution obtenue a été homogénéisée et conservée dans un flacon ambré a 4 °C,

bien bouché. Le réactif reste stable plusieurs semaines, voire plusieurs mois en présence de sulfite.

Pour le dosage, 0,5 ml de 1’échantillon ont été mélangés a 0,5 ml du réactif DNS dans un tube a
essai. Les tubes ont ensuite été placés dans un bain-marie bouillant pendant 5 minutes, puis

rapidement refroidis dans un bain d’eau glacée. L’absorbance des solutions a été mesurée a 540 nm
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contre un blanc constitué¢ d’eau distillée et de réactif DNS. La quantification a été effectuée a I’aide
d’une courbe d’étalonnage établie dans les mémes conditions expérimentales, en utilisant le glucose

comme standard, dans une gamme de concentrations comprise entre 0 et 250 pg/ml.

Figure 11 :Préparation du réactif DNS (dinitrosalicylique)

4.3. Dosage des acides uroniques

Le dosage des acides uroniques a été réalisé selon la méthode colorimétrique décrite par
Blumenkrantz et Asboe-Hansen, (1973). Cette méthode repose sur la réaction des acides uroniques
avec le méta-hydroxydiphényle (MHDP) en milieu acide et chauffé, entrainant la formation d’une
coloration rose dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en acides uroniques présents

dans 1’échantillon.

Trois tubes en verre ont été préparés pour chaque valeur de la gamme étalon et chaque échantillon,
en incluant un témoin (blanc). Dans chaque tube, 200 pL de solution étalon (acide galacturonigque ou
glucose) ou d’échantillon ont été introduits, puis placés dans un bain d’eau glacée. Ensuite, 1,25 ml
de la solution de tétraborate (borax-H.SO4) ont été ajoutés délicatement le long des parois a 1’aide

d’une micropipette, puis les tubes ont été vortexés pour assurer un bon mélange.

Le mélange a ensuite été porté a ébullition dans un bain-marie a 100 °C pendant 5 minutes,
avant d’étre rapidement replacé dans un bain d’eau glacée pour stopper la réactio n. Apres
refroidissement, 20 puL de la solution de méta-hydroxydiphényle (MHDP) ont été ajoutés a
température ambiante a ’aide d’une multipette, suivis d’un léger vortexage d’environ 6 secondes par

tube. Une coloration rose s’est alors développée.
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Les tubes ont été maintenus a I’obscurité pendant 30 minutes pour permettre le développement
complet de la coloration, puis I’absorbance a été mesurée a 520 nm a I’aide d’un spectrophotometre
UV-visible. Les concentrations en acides uroniques ont été déterminées par comparaison avec la

courbe d’étalonnage établie a partir des solutions standards.
4.4, Protocole résistance d’acidité gastrique

Le protocole de digestion gastrique (Archana et al. (2022) a été réalisé en utilisant un fluide
gastrique simulé (FGS). Pour préparer le FGS, environ 60 ml d’eau ont été placés sur glace dans un
bécher, puis 0,20 g de NaCl et 0,70 ml d’acide chlorhydrique concentré (37 %) ont été ajoutés sous
agitation. La solution a été transvasée dans une fiole jaugée de 100 ml, 32 mg de pepsine ont été
incorporés et la solution a été complétée a 100 ml avec de 1’eau. Le pH a été ajusté a 1,20+0,05 a
I’aide de HCI 1 M ou NaOH 1 M, et le FGS a été conservé au réfrigérateur pour un maximum de
48 h. Un témoin “FGS seul” a été préparé selon le méme protocole, mais sans pepsine. Pour
I’hydratation des polysaccharides, 10 mg de poudre ont été¢ pesés dans un tube de 2 ml, puis 1 ml
d’cau préchauffée a 37 °C a été ajoute. La suspension a été vortexée pendant 5 s et laissée a gonfler
30 min a 37 °C, en secouant 5 s toutes les 5 min. La digestion gastrique a ensuite €té lancée par 1’ajout
de 1 ml de FGS a 37 °C dans le méme tube, suivi d’un mélange de 5 s et d’une incubation a 37 °C
pendant 2 h, avec agitation de 5 s toutes les 5-10 min pour maintenir I’homogénéité de la suspension.
Aux temps 0, 30, 60 et 120 min, 200 pL du mélange ont été prélevés dans de nouveaux tubes et
neutralisés immédiatement par I’ajout de 20 puL de solution de Na2COs 1 M. Les prélévements ont été
chauffés 5 min a 95 °C pour inactiver la pepsine, puis centrifugés 10 min a 10 000 g a 4 °C lorsque

possible. Le surnageant clair obtenu a été utilisé pour les dosages (Cui et al., 2019).

Les sucres réducteurs ont été dosés en mélangeant 0,50 ml de surnageant avec 0,50 ml de réactif
DNS, chauffés 5 min a 100 °C, refroidis et analysés par spectrophotométrie a 540 nm. Les sucres
totaux ont été mesurés sur un aliquot a t =0 selon la méthode de Dubois (phénol/H2SO4, lecture a 490
nm) ou apres hydrolyse totale suivie de la méthode de Dubois. Si I’absorbance dépassait la plage de
la courbe étalon, le surnageant a été dilué (1:5, 1 :10, etc.) et les résultats corrigés par le facteur de

dilution. Le pourcentage de résistance (%R) a été obtenu par :
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5. Cinetique et activité prébiotique

1. Préparation des Milieux de Culture
Un volume final de 100 mL de milieu est préparé pour chaque condition test (M et P), et 100 mL pour
les controles (CN et CP).
2. Préparation des Substrats et Stérilisation
A. Préparation des Solutions Méres de Substrats
Les solutions méres concentrées sont préparées pour obtenir une concentration de 100 g/L.
» Mucilages (M) : Peser 1,0 g de mucilages. Dissoudre dans 10 mL d'eau distillée stérile pour
obtenir une solution mére concentrée de 100 g/L.
* Pectines (P) : Peser 1,0 g de pectines. Dissoudre dans 10 mL d'eau distillée stérile pour obtenir
une solution mére concentrée de 100 g/L.
* Glucose (CP) : Préparer une solution de glucose a 100 g/L également.
B. Stérilisation des Solutions Meres
Stériliser les solutions concentrées de mucilages et pectines (et de glucose) par filtration sur
membrane 0,22 um, car elles sont thermosensibles.
C. Constitution des Milieux de Culture
Le milieu de culture utilisé est du MRS sans glucose. Les substrats sont ajoutés de maniére a obtenir

une concentration finale de 10 g/L pour un volume total de 100 mL.

6. Protocole d’incorporation des pectines et mucilages dans un yaourt
probiotique

L’objectif de cette expérience est d’évaluer I’effet de I’ajout de pectines et de mucilages, seuls
ou combinés a différentes concentrations, sur la croissance des ferments lactiques et probiotigues,
I’acidification (pH) et la texture du yaourt. Six lots expérimentaux ont été constitués, comprenant un
témoin sans ajout, des lots avec pectine ou mucilage a faible et forte concentration, ainsi qu’un lot
combinant pectine et mucilage. La composition de chaque lot est indiquée dans le (Tableau 5)

ci-dessous :
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Tableau 5 :Composition des lots expérimentaux de yaourt

Lot Composition

1 Témoin sans ajout

2 Pectine — faible concentration

3 Pectine — forte concentration

4 Mucilage — faible concentration

5 Mucilage — forte concentration

6 Pectine + Mucilage — concentration unique

Pour cette étude, le lait utilisé était partiellement écrémé et les ferments lactiques provenaient de
souches mixtes commerciales. Les pectines et mucilages ont été ajoutés directement sous forme de
poudre, sans préparation de solution préalable.

Les probiotiques ont été réactivés en prélevant une colonie isolée sur boite gélosée et en
I’inoculant dans du bouillon MRS stérile, incubé a 37 °C pendant 18-24 h. La culture a ensuite été
centrifugée a 3000 g pendant 10 minutes, lavée avec une solution stérile de NaCl 0,85 %, et

resuspendue dans le méme volume de NaCl pour obtenir la suspension cellulaire final

Figure 12 :Culot formé apres la centrifugation de la souche probiotique

Le lait a été chauffé a 90 °C pendant 10 minutes pour pasteurisation, puis refroidi a 42 °C. Il a

été réparti en volumes égaux dans six béchers stériles a raison de 150 mL par bécher, puis les pectines
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et mucilages en poudre ont été ajoutes directement selon les quantités définies dans le (Tableau 6)

suivant et homogénéisés a ’aide d’une spatule stérile :

Tableau 6 :Quantité de pectine et de mucilage ajoutée dans chaque lot.

Lot Composition
1 Aucun (témoin)
2

0,159 pectine

0,60 g pectine

0,15 g mucilage

0,60 g mucilage

o O b~ W

0,2 g pectine + 0,2 g mucilage

Chaque lot a ensuite été ensemencé avec 2 % (v/v) de ferment lactique commercial et 1 % (v/v) de la
suspension probiotique, puis incubé a 42 °C pendant 6 heures, jusqu’a atteindre un pH d’environ 4,5. Les

yaourts expérimentaux ont été stockés a 4 °C pendant 15 jour

Figure 13 :Yaourts en cours de fermentation dans
I’étuve
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Figure 14 :Yaourts aprés 6h de Fermentation préts a étre stockés au réfrigérateur

7. Les tests physico-chimiques et microbiologiques

Les tests physico-chimiques et microbiologiques ont été effectués au jours 0,5,10, et 15 de
stockage.

7.1. Les tests physico-chimiques

7.1.1. pH
e Mode opératoire

Le pH des yaourts a été déterminé a I’aide d’une sonde de pH immergée directement dans chaque

échantillon a l'aide d'un pH-meétre numeérique (CRISON, basic 20) étalonné avec des tampons de
pH 4,0 et 7,0 (Tavares et al., 2021).
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Figure 15 :Evaluation du pH de yaourts

7.1.2. L’acidité titrable
e Principe

Cette méthode consiste a déterminer 1’acidité des aliments par une titration a I’aide d’une
solution basique (NaOH) et en présence d’un indicateur coloré (phénolphtaleine) (Mathieu,
1998).

e Mode opératoire

L’acidité titrable du yaourt a été déterminée en prélevant 10 ml de chaque échantillon. Trois

gouttes de phénolphtaléine a 1 % ont été ajoutées, puis I’échantillon a été titré avec une solution

de NaOH 0,1 N sous agitation jusqu’au virage de la couleur du milieu vers le rose (Mathieu,
1998).

L’acidité a été exprimée en degré Dornic (°D) et calculée selon la formule suivante

(Boumendjel et al., 2017) :

Acidité titrable =V (NaOH) x 10
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Figure 16 :Evaluation de I’acidité titrable du yaourt
6.2. Les analyses microbiologiques
Les analyses microbiologiques ont concerné :

e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ;
e Streptococcus thermophilus ;

e Lactobacillus plantarum ;

7.1.3 Préparation des dilutions décimales de yaourts

Un millilitre (1 ml) de chaque lot de yaourt a été introduit dans neuf millilitres (9 ml) d’eau
physiologique stérile, puis soigneusement homogénéisé. A partir de cette suspension mére, une série
de dilutions décimales successives a été réalisée, afin d’obtenir les dilutions appropriées pour

I’ensemencement des milieux de culture préalablement préparés.
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Figure 17 :Préparation des dilutions décimales de yaourt.

7.1.4 Dénombrement des Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Le dénombrement de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a été effectué selon la méthode

d’ensemencement en profondeur. A partir des dilutions décimales appropriées, 1 ml de chaque
dilution a été transféré aseptiqguement dans une boite de Pétri stérile, puis environ 15 a 20 ml de milieu
MRS agar fondu et refroidi a 45 °C ont été ajoutés. Le mélange a été homogénéisé délicatement par
rotation afin d’assurer une répartition uniforme des cellules dans tout le volume de la gélose. Apres
solidification compléte, les boites ont été incubées a 45 °C pendant 72 heures en conditions

anaérobies, a ’aide d’une jarre anaérobie.
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Figure 18 :Incubation des boites de Pétri en anaérobiose

7.1.5 Dénombrement de Streptococcus thermophilus
A partir des dilutions, 1 mL a été prélevé et ensemencé en surface sur des boites de Pétri contenant

le milieu M17 préalablement fondu et tempéré a 45 °C. Apres solidification, les boites ont été
incubées a 37 °C pendant 48 heures en conditions aérobies. Les colonies typiques apparues a la
surface ont ensuite été comptées et les résultats exprimés en UFC/ml (Unités Formant Colonies par
millilitre).
7.1.6 Dénombrement de Lactobacillus plantarum

A partir des dilutions, 1 ml a été prélevé et ensemencé en profondeur dans des boites de Pétri
contenant le milieu MRS additionné de NaCl préalablement fondu et tempéré a 45 °C. Apres
solidification, les boites ont été incubées a 30 °C en conditions anaérobies pendant 72 heures. Les
colonies typiques apparues ont ensuite été comptées et les résultats exprimés en UFC/mL (Unités

Formant Colonies par millilitre).
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1. Rendement de mucilage et pectine
Le rendement obtenu pour le mucilage des graines de fenouil est de 4,66 %, ce qui est similaire aux

valeurs rapportées pour des extractions aqueuses de mucilage de graines comparables (Singh et al.,
2022).

Le rendement de la pectine extraite par voie acide est de 5,07%, légerement supérieur a celui de
mucilage (Figure 1), mais inférieur aux rendements observes pour des sources riches en pectine
comme les écorces d’agrumes (Yapo, 2011). Cette différence peut s’expliquer par la nature de la
graine, sa teneur en mucilage et pectine, ainsi que les paramétres d’extraction tels que la température,
le pH, le rapport eau/solide et le temps d’extraction. Le mucilage soluble dans I’eau, présente des
propriétés épaississantes, tandis que la pectine, extraite en milieu acide, offre un pouvoir gélifiant

plus marqué.

Les deux extraits ainsi obtenus peuvent étre utilisés dans les formulations alimentaires, le mucilage
pour améliorer la texture et la viscosite, alors que la pectine pour stabiliser et gélifier des produits

comme le yaourt fonctionnel.
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Figure 19 :Rendement d’extraction des mucilages et de la
pectine des grains de fenouil%
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2. Dosage des sucres totaux

La teneur en sucres totaux, indicatrice de la concentration globale en polysaccharides des extraits, a
été estimée a 1422,9 pg/mL pour le mucilage et a 1058,33 pug/mL pour la pectine. Des valeurs
comparables ont été rapportées par Bouzouita et al., (2007), qui ont déterminé une teneur de 1390
pg/mL pour le mucilage de graines de caroube, ainsi que par Sharma et al., (2014), avec une valeur
de 1200 pg/mL pour le mucilage extrait des graines de lin. A ’inverse, Gharzouli et al., (2019) ont
obtenu une teneur inférieure (980 pg/mL) pour le mucilage de graines de psyllium, tandis que
Ngouémazong et al., (2012) ont rapporté une valeur plus élevée (1600 pg/mL) pour celui de gombo.
Ces variations témoignent de I’influence de la nature botanique des graines et des conditions
d’extraction sur la teneur en sucres totaux des mucilages. Les différences entre ces résultats peuvent
s’expliquer par le type de solvant, le pH, la température, ou encore la durée d’extraction, qui
influencent  la  solubilisation  des  polysaccharides  (Dubois et al.,  1951).
La forte teneur en sucres totaux observée dans le mucilage de fenouil suggére une composition riche
en polysaccharides complexes, confirmant son potentiel comme ingrédient fonctionnel dans les
formulations alimentaires. Par ailleurs, la teneur élevée en sucres totaux du mucilage par rapport a la
pectine confirme sa richesse en polysaccharides hydrosolubles, et témoigne de la bonne efficacité du

procédé d’extraction utilisé.
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Figure 20 :Teneur en sucres totaux (ug/mL) du mucilage et de la
pectine
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3. Dosage des acides uroniques

Dans notre étude, la teneur en acides uroniques du mucilage extrait des graines de fenouil a été
estimée a 231,6 pug/ml (16,3), contre 908,33 pg/ml (83,7%) pour la pectine. Cette différence suggere
que la pectine présente une proportion nettement plus élevée en acides galacturoniques, principaux
monomeéres constitutifs de ce type de polysaccharide. Des résultats similaires ont été rapportés par
Khodaei et al. (2016), qui ont observé une teneur de 210 pg/mL en acides uroniques dans le mucilage
de graines de lin, ainsi que par Pereira et al., (2019), qui ont obtenu 905 pug/mL dans la pectine
extraite de Guazuma ulmifolia. De méme, Garfias-Silva et al., (2022) ont rapporté une valeur de 920
pg/mL pour la pectine d’Opuntia ficus-indica, confirmant la forte prédominance des groupements
uroniques dans ce type de polysaccharide.Les différences observees entre les valeurs peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs, notamment P’espéce végétale, les conditions d’extraction (pH,

température, solvant) et le degré de purification des extraits (Marcon et al., 2011).

Ainsi, la teneur élevée en acides uroniques observee dans la pectine de grains de fenouil traduit sa
richesse en groupements carboxyliques, responsables de ses propriétés gélifiantes et
complexantes. A I’inverse, la faible teneur du mucilage confirme sa composition majoritairement
en oses neutres, lui conferant des propriétes épaississantes plutdét que gelifiantes (Mandal et
Mandal, 2011).

Mandal, S., & Mandal, V. (2011). Studies on some physicochemical and functional properties of
plant mucilages and their significance in drug delivery. Indian Journal of Pharmaceutical Education
and Research, 45(3), 258-263.
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Figure 21 :Teneur en acides uroniques (1g/mL) du mucilage et de la
pectine
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4. Résistance a I’acidité gastrique
4.1 Mucilage

Les résultats obtenus montrent que le mucilage extrait des graines de fenouil présente une excellente
résistance a I’acidité gastrique, avec un pourcentage de résistance supérieur a 93 % aprés 180 minutes
d’incubation. Cette faible libération (65,69 a 91,77 pg/mL entre 30 et 180 minutes) traduit une
stabilité remarquable du mucilage en milieu acide simulé. Ces observations confirment que la matrice
mucilagineuse forme un gel visqueux qui limite la diffusion et la dégradation des polysaccharides
sous I’effet du pH acide. Des résultats similaires ont été rapportés par Patel et al., (2022), qui ont
observé une résistance de 92 % pour le mucilage de graines de lin aprés deux heures dans un milieu
gastrique simulé. De méme, Kumar et al., (2021) ont noté une libération inférieure a 10 % des
composés encapsulés dans un mucilage de graines de chia aprés 120 minutes d’exposition a un pH
de 1,2. En comparaison, certaines matrices polysaccharidiques comme I’alginate ou I’amidon
présentent des taux de libération beaucoup plus élevés (jusqu’a 70 % en 30 minutes), témoignant
d’une résistance moindre aux conditions gastriques (Raja et al., 2020). Ainsi, la forte stabilité du
mucilage de fenouil observée dans cette étude peut étre attribuée a sa richesse en acides uroniques et
a sa structure fortement réticulée, qui renforcent sa cohésion et limitent la diffusion en milieu acide.
Ces propriétés confirment le potentiel du mucilage de fenouil comme matrice protectrice naturelle,
particulierement adaptée aux applications alimentaires et pharmaceutiques nécessitant une résistance

gastrique élevée (Wang et al., 2003).

Wang, Q., Ellis, P. R., & Ross-Murphy, S. B. (2003). The stability of polysaccharide gels in
simulated gastric conditions. Food Hydrocolloids, 17(2), 193-201.

4.2 Pectine

Les résultats obtenus montrent que la pectine extraite des graines de fenouil présente une trés forte
résistance en milieu gastrique simulé, avec un taux de résistance supérieur a 97 % apres 180 minutes
d’incubation. La quantité de composés libérés augmente 1égerement de 12,21 a 28,72 pg/mL entre 30
et 180 minutes, indiquant une faible solubilisation de la pectine sous I’effet du pH acide. Cette stabilité
est attribuée a la structure tridimensionnelle des chaines galacturonaniques de la pectine, capables de
former des gels compacts et de résister a la dégradation en milieu acide. Des résultats comparables
ont été rapportés par Li et al., (2021), qui ont observé une résistance de 96 % pour la pectine
d’agrumes apres 3 h dans un fluide gastrique simulé. De méme, Jiang et al., (2020) ont indiqué que
la pectine extraite de pomme présentait une libération inférieure a 5 % apres 120 min a pH 1,2. En
revanche, d’autres polysaccharides tels que la gomme arabique ou le guar gum montrent une stabilité
inférieure, avec une résistance ne dépassant pas 90 % apres 2 h d’incubation (Zhao et al., 2022). Ces

comparaisons confirment que la pectine issue des graines de fenouil posséde une excellente résistance
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gastrique, probablement en raison de sa teneur élevée en acides uroniques et de sa capacité a former
des réseaux de gel denses. Ces propriétés en font un biopolymeére prometteur pour la protection de
composés bioactifs ou de probiotiques lors du transit gastrique.

L’analyse comparative des résultats montre que la pectine extraite des graines de fenouil
présente une résistance légérement supérieure a celle du mucilage face a I’acidité gastrique. Aprés
180 minutes d’incubation, la résistance de la pectine atteint 97,29 %, contre 93,55 % pour le mucilage.
Cette différence peut s’expliquer par la nature chimique distincte de ces deux polysaccharides. La
pectine, riche en acides galacturoniques et caractérisée par la présence de groupements méthoxyles,
forme des gels compacts a pH acide, ce qui limite la diffusion et la dégradation de ses chaines
polysaccharidiques (Li et al., 2021). A D’inverse, le mucilage, bien qu’également riche en
polysaccharides complexes, présente une structure plus hétérogene et moins dense, ce qui favorise

une légere libération progressive des composés au fil du temps (Patel et al., 2022).

Des résultats similaires ont été rapportés par Jiang et al., (2020), qui ont observe une stabilité plus
¢levée des pectines comparée a d’autres hydrocolloides naturels dans des conditions gastriques
simulées. Par ailleurs, Kumar et al., (2021) ont souligné que les mucilages de graines, comme ceux
du chia ou du lin, présentent une bonne résistance (>90 %), mais qu’ils sont légerement plus sensibles
a la diffusion acide que les pectines fortement méthylées. Ces observations confirment les tendances

observées dans la présente étude, ou la pectine de fenouil se distingue par une résistance plus marquée.

Ainsi, les deux biopolymeres montrent une excellente stabilité en milieu gastrique, mais la pectine
apparait plus efficace pour la rétention des composes bioactifs. Ces résultats suggerent que la
combinaison des deux polysaccharides pourrait étre envisagee dans des formulations alimentaires ou
pharmaceutiques afin d’optimiser la protection et la libération contr6lée des substances sensibles lors

du passage gastrique.

5. Cinétique et activité prébiotiques :

Les résultats de la cinétique de croissance de Lactobacillus plantarum en présence de mucilages et
de pectines extraits des graines de fenouil montrent clairement une activité prébiotique significative
de ces polysaccharides. Les valeurs de la densité optique (DO) enregistrées au cours du temps révelent

une évolution caractéristique des phases de croissance bactérienne.

Dans le milieu témoin positif (glucose), la croissance débute rapidement des les 6 premiéres heures,
traduisant I’entrée directe en phase exponentielle. Ce comportement est attendu, car le glucose
représente une source de carbone simple, immédiatement assimilable par la bactérie (Macfarlane &
Macfarlane, 2003).
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En revanche, les milieux contenant les mucilages et les pectines présentent une phase de latence
prolongée, s’étendant jusqu’a 12—24 h, indiquant une période d’adaptation métabolique. Cette latence
est liée a la nécessité pour L. plantarum d’induire la synthése d’enzymes spécifiques capables

d’hydrolyser ces polyméres complexes en sucres fermentescibles (Roberfroid, 2007).

La croissance observée apres 24 h, marquée par une augmentation progressive de la DO, confirme la
capacité de la souche a utiliser les produits d’hydrolyse issus des mucilages et des pectines. A 72 h,
la biomasse finale est significativement supérieure a celle du contréle négatif (DO < 0,035), atteignant
1,050 pour les mucilages et 0,700 pour les pectines. Ces résultats démontrent que les deux substrats
favorisent la prolifération de L. plantarum et peuvent étre considérés comme des sources prébiotiques
efficaces.

Les mucilages ont induit une croissance bactérienne plus élevée que les pectines, ce qui peut étre
expliqué par leur composition chimique plus riche en polysaccharides solubles facilement
dégradables, tels que les arabinogalactanes et galactomannanes, qui favorisent une fermentation plus
rapide (Mandana et al., 2019). De plus, la diminution plus prononcée du pH (4,3 vs 4,8) dans le
milieu a base de mucilages suggeére une production plus importante d’acides organiques

(principalement acide lactique), résultant d’une activité métabolique plus intense.

Ces observations sont cohérentes avec plusieurs études antérieures qui ont montré que les mucilages
vegétaux et les pectines exercent un effet stimulant sur la croissance de bactéries lactiques telles que
Lactobacillus et Bifidobacterium (Gibson et al., 2017 ; Djouzi & Andrieux, 1997). Ainsi, les
mucilages de fenouil apparaissent comme un substrat particulierement prometteur pour le
développement de yaourts fonctionnels enrichis en fibres prébiotiques, capables de moduler

positivement la flore intestinale.
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6. Résultats des analyses microbiologiques

6.1. Résultats de I’évolution de Streptococcus thermophilus
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Figure 22 :Evolution des populations de Streptococcus thermophilus dans le yaourt réfrigéré a 4 °C
pendant 15 jours

L’évolution de Streptococcus thermophilus dans les six lots de yaourts enrichis en Lactobacillus
plantarum, conservés a 4 °C pendant une période de 15 jours, révéle une dynamique assez stable. A
JO, les valeurs initiales des UFC/g sont de I’ordre de 1,20x107 a 1,30x107, correspondant a des valeurs
en logio de 7,08 4 7,11. Cette charge initiale est conforme aux standards de populations bactériennes
¢levées, nécessaires pour garantir 1’effet fermentaire et probiotique du yaourt. La littérature indique

que maintenir une charge >107 UFC/g est un indicateur de qualité bonne (Nyanzi et al., 2021).

Au cours du stockage réfrigéré, on observe d’abord une 1égeére augmentation des populations jusqu’a
J5 puis J10, comme c’est le cas du lot 6 : passage de ~7,11 a ~7,32 logio UFC/g), puis un léger recul
ou stabilité¢ a J15 (~7,29 logio pour le lot 6). Cette augmentation modérée peut s’expliquer par la
capacité résiduelle de S. thermophilus a poursuivre une faible activité métaboliqgue méme a basse
température, tant que des substrats résiduels (lactose, peptides) sont accessibles. Des études récentes
indiquent que les bactéries lactiques des produits fermentés peuvent maintenir ou légerement
augmenter leur viabilité pendant les premiéres semaines de stockage, a condition que la chaine du

froid soit respectée (Bulletin of the National Research Centre, 2022).

Ensuite, la phase de stabilisation ou de diminution légere entre J10 et J15 suggére que les conditions
de stockage commencent & imposer un stress aux cellules avec accumulation d’acide lactique, baisse
du pH, épuisement des nutriments et possible production de métabolites inhibiteurs. Ceci est en

accord avec plusieurs travaux qui montrent que, bien que S. thermophilus soit plus résistant que
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certaines autres souches lactiques, il subit néanmoins une perte de viabilité graduelle pendant le
stockage froid au-dela de 10-15 jours (Applied Food Biotechnology, 2015).

La comparaison entre lots montre des différences intéressantes. En effet, certains lots (3, 5, 6)
présentent une population légérement plus élevée a J10 (~2,00x107 a 2,10x107 UFC/g, logio ~7,30—
7,32) tandis que d’autres lots (1, 4) restent plus stables et modestes. Ces variations pourraient
s’expliquer par des différences de formulation (proportions de L. plantarum, teneur en lactose,
peptides, minéraux), qui influencent la synergie entre fermenteur et probiotique. Des recherches
montrent que I’ajout de prébiotiques ou extraits végétaux peut favoriser la survie et la viabilité des

bactéries lactiques pendant le stockage (An. Acad. Bras. Ciénc., 2022).

D’un point de vue pratique et technologique, le maintien de populations >107 UFC/g a J15 dans tous
les lots est un signe trés favorable, signifiant que le yaourt conserve une forte viabilité bactérienne
utile pour la qualité du produit et I’effet probiotique potentiel. Cela cadre avec les recommandations
récentes selon lesquelles une charge bactérienne supérieure a 107 logio UFC/g est souhaitable dans
les produits laitiers fermentés pour assurer une stabilité microbiologique et fonctionnelle (Vinderola
et al., 2019).

6.2. Résultat de I’évolution de Lactobacillus bulgaricus
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Figure 23 :Evolution des populations de Lactobacillus bulgaricus dans le yaourt réfrigéré a 4 °C
pendant 15 jours

L’évolution des populations de Lactobacillus bulgaricus dans les yaourts réfrigérés a 4 °C a été suivie
pour six lots, avec des analyses aux jours 0, 5, 10 et 15. Les résultats montrent que les populations
initiales de L. bulgaricus variaient entre 1,10x10%t 1,25x10” UFC/g (= 7,04—7,10 log UFC/g),

correspondant a des niveaux typiques pour un yaourt frais correctement inoculé (Tripathi et Giri,
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2014). Ces valeurs indiquent une inoculation homogeéne et une base fiable pour I’étude de la survie

des probiotiques.

Une augmentation progressive des populations est observée jusqu’au jour 10. Par exemple, le lot 6
atteint 2,20x107 UFC/g (7,34 log UFC/g) au jour 10. Cette croissance modérée, malgré la réfrigération
a4 °C, peut s’expliquer par ’effet synergique de Lactobacillus plantarum, qui peut stimuler la survie
et ’activité métabolique de L. bulgaricus en milieu laitier fermenté (Ranadheera et al., 2012). De
plus, les lactobacilles continuent un faible meétabolisme a basse température, favorisant un

environnement propice a leur survie (Tamine et Robinson, 2013).

Au jour 15, une légere diminution des populations est observée pour la majorité des lots (1,15x107 —
2,00x107 UFC/g ; 7,06-7,30 log UFC/g). Cette baisse modérée peut étre attribuée a 1’accumulation
d’acide lactique dans le yaourt, réduisant le pH et exercant un stress inhibiteur sur la croissance
bactérienne (Giraffa et al., 2010), ainsi qu’aux contraintes du stockage a basse température pouvant
provoquer une lyse partielle des cellules (Saxelin et al., 2005). Néanmoins, les populations restent
supérieures au seuil minimal recommandé pour que le yaourt conserve ses propriés probiotiques
(=10’UFC/g) (FAO/WHO, 2001).

Les six lots présentent des comportements similaires, avec des variations minimes, montrant une
bonne reproductibilité du procéde. Les lots 5 et 6 preésentent les concentrations les plus élevées au
jour 10 (2,05-2,20x107 UFC/g), ce qui peut étre di a de légéres variations dans 1’inoculation ou la

fermentation, mais sans altérer la tendance générale.

La présence de 1 % de L. plantarum semble contribuer a la stabilité et au maintien des populations
de L. bulgaricus pendant les 15 jours de stockage. Plusieurs études ont montré que la co-culture de
lactobacilles améliore la survie mutuelle et la résistance aux stress du froid et de I’acidification
(Ranadheera et al., 2012 ; Mohammadi et al., 2020).
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6.3. Résultat de I’évolution de Lactobacillus plantarum
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Figure 24 :Evolution des populations de Lactobacillus plantarum dans le yaourt réfrigéré & 4 °C
pendant 15 jours

L’évolution des populations de Lactobacillus plantarum dans les yaourts réfrigérés a 4 °C a été suivie
pour six lots, avec des analyses aux jours 0, 5, 10 et 15. Les populations initiales variaient entre
9,0x10¢ et 1,0x10” UFC/g (= 6,95-7,00 log UFC/qg), ce qui est cohérent avec une inoculation standard
des probiotiques dans le yaourt (Tripathi et Giri, 2014). Ces valeurs indiquent que la distribution

initiale des bactéries était homogene et adaptée pour I’étude de la survie des probiotiques.

Une augmentation marquée des populations est observée jusqu’au jour 10 pour tous les lots. C’est le
cas du lot 6 ou la population de L.plantarum a atteint 2,10x10” UFC/g (= 7,32 log UFC/g). Cette
croissance, méme en réfrigération a 4 °C, peut s’expliquer par la capacité de L. plantarum & maintenir
une activité métabolique limitée a basse température, favorisant un faible développement bactérien
et la production d’acides organiques qui contribuent a la maturation du yaourt (Ranadheera et al.,

2012 ; Tamine et Robinson, 2013).

Au jour 15, une légére diminution des populations est observée (1,35-1,95x107 UFC/g ; 7,13-7,29
log UFC/g), ce qui reste largement supérieur aux valeurs initiales et au seuil minimal recommandé
pour les probiotiques (=107 UFC/g) (FAO/WHO, 2001). Cette baisse modérée peut étre attribuée a
I’accumulation d’acide lactique et a l’acidification du milieu, qui exerce un stress sur la survie
bactérienne, ainsi qu’aux effets du stockage prolongé a basse température pouvant ralentir le

métabolisme ou provoquer une lyse partielle des cellules (Saxelin et al., 2005 ; Giraffa et al., 2010).
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Les six lots présentent des tendances similaires, avec des variations minimes entre eux, montrant une
bonne reproductibilité du procédé. Les lots 5 et 6 montrent les concentrations les plus élevées au jour
10 (1,95-2,10x107 UFC/g), indiquant un léger effet de variation dans I’inoculation ou la fermentation,

mais sans altérer la tendance générale.

La survie et la stabilité des populations de L. plantarum au cours de la réfrigération suggerent que ce
probiotique est robuste et adapté a une application dans les yaourts enrichis, permettant de maintenir

ses propriétés fonctionnelles pendant au moins 15 jours de stockage.

7. Résultats des analyses physicochimiques
7.1 pH
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Figure 25 :Evolution du pH de 6 lots pendant 15jours de stockage.

Les résultats montrent une légére diminution du pH dans I’ensemble des lots au cours de la période
de réfrigération de 15 jours. Le pH initial, compris entre 4,50 et 4,80, a progressivement diminuée pour
atteindre des valeurs moyennes autour de 4,33 a 4,38 a la fin du stockage. Cette baisse, bien que
modérée, traduit une activité métabolique résiduelle des bactéries lactiques, notamment Lactobacillus

bulgaricus et la souche probiotique Lactobacillus plantarum.

Selon Vinderola et al., (2022), la persistance d’une faible activité enzymatique durant la réfrigération
est liée a la capacité de certaines souches de Lactobacillus a continuer la fermentation des résidus de
lactose en acide lactique, provoquant une acidification progressive du milieu. De plus, Gueimonde
et al., (2019) rapportent que la stabilité du pH autour de 4,3 a 4,5 permet le maintien de la viabilité

des bactéries probiotiques tout en limitant la croissance de la flore d’altération.
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La diminution du pH peut aussi étre attribuée a la production continue d’acides organiques
secondaires (acide acétique, acide formique) résultant du métabolisme lent des probiotiques pendant
le stockage, comme I’ont observé Kechagia et al., (2020). Ces changements n’affectent pas
significativement la qualité sensorielle du yaourt, mais traduisent une bonne stabilité microbiologique
et fonctionnelle du produit.

Ainsi, les résultats obtenus sont conformes a ceux rapportés par Soukoulis et al., (2021), qui ont
observé une variation similaire du pH (de 4,6 a 4,3) dans des yaourts enrichis en Lactobacillus
plantarum aprés 15 jours a 4 °C. Cela confirme que I’incorporation de cette souche probiotique
n’altere pas la stabilité acide du yaourt au froid, tout en maintenant une activité métabolique minimale

favorable a la survie des probiotiques.

7.2. Acidité titrable
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Figure 26 :Evolution d’acidité des 6 lots pendant 15jours de stockage

L’évolution de I’acidité titrable au cours de la réfrigération montre une tendance générale a
I’augmentation progressive pour I’ensemble des six lots. En effet, les valeurs initiales, comprises
entre 81 et 85 °D au jour 0, augmentent régulierement pour atteindre 93 & 97 °D au 15¢ jour. Cette
¢lévation graduelle de I’acidité est un phénoméne couramment observé dans les produits laitiers
conservés au froid.

Cette augmentation peut étre attribuée a la poursuite d’une activité métabolique résiduelle des
bactéries lactiques, notamment Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii et Leuconostoc spp.,
capables de fermenter le lactose en acide lactique méme a basse température (Cissé et al., 2023). La

production continue d’acide lactique au cours du stockage provoque une acidification progressive du
milieu (Benali et al., 2022).
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D’aprés les travaux de Ouchene et al., (2021), une élévation de 10 a 15 °D durant 15 jours de
réfrigération est typique des laits pasteurisés et des produits fermentés, traduisant une stabilité
microbiologique acceptable tant que la croissance reste limitée aux flores lactiques bénéfiques. Dans
notre cas, la progression modérée de I’acidité reste dans les limites normales, indiquant que la
conservation a 4 °C a permis de freiner la dégradation microbienne sans stopper totalement la

fermentation lactique.

L’augmentation de I’acidité pourrait également résulter d’une hydrolyse lente des protéines en acides
aminés puis en acides organiques secondaires, phénomeéne déja rapporté par Khelifa et al., (2020).
De plus, la Iégere différence entre les lots (LOTS5 présentant les valeurs les plus élevées) pourrait étre
liée a une variation de la charge microbienne initiale ou a la composition physico-chimique (pH,

teneur en matiéres grasses, teneur en lactose).

Ainsi, ces résultats suggerent que la réfrigération ralentit mais ne stoppe pas I’évolution de ’acidité,
traduisant une activité métabolique persistante. Une surveillance réguliere de I’acidité est donc
essentielle pour déterminer la durée optimale de conservation, surtout dans le cadre de la stabilité

microbiologique des produits laitiers.

7.3. Viscosité
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Figure 27 :Evolution de viscosité de 6 lots pendant 15jours de stockage

L’évolution des courbes de viscosité au cours de la période de conservation montre une augmentation
progressive de la viscosité apparente pour I’ensemble des formulations entre le jour O et le jour 15.
Cette hausse est directement corrélée a la diminution du pH et a I’augmentation de 1’acidité observées
pendant la réfrigération. En effet, la baisse du pH favorise I’agrégation des micelles de caséine et le

développement du réseau tridimensionnel du gel, ce qui augmente la consistance et la résistance au
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cisaillement du produit. Ce comportement a été largement rapporté dans la littérature concernant les
produits fermentés a base de lait, notamment les yaourts (Laursen et al., 2023).

Les formulations enrichies en pectine et en mucilage présentent des valeurs de viscosité supérieures
a celles du témoin. Cet effet est attribué a la capacité des hydrocolloides a interagir avec les protéines
du lait et a retenir ’eau dans la matrice, formant ainsi un réseau plus compact et plus stable.
L’augmentation de la concentration en pectine ou en mucilage se traduit par une élévation plus
marquée de la viscosité, ce qui confirme 1’effet dose-dépendant de ces composeés. De tels résultats ont
été observés par Khubber et al., (2021) qui ont montré que I’incorporation de pectine a faible degré

de méthoxylation dans les yaourts améliore la texture et réduit la synerese.

Les lots contenant du mucilage affichent également une viscosité importante, comparable a celle
obtenue avec la pectine. Le mucilage, grace a sa structure polysaccharidique hydrophile, augmente la
viscosité de la phase continue et renforce la cohésion du gel proteique. Tosif et al., (2024) ont rapporté
que I’ajout de mucilages végétaux dans les produits laitiers fermentés améliore la stabilité et la
consistance tout en limitant la séparation de phase. De méme, Abdeldaiem et al., (2024) ont confirmé
que les mucilages naturels peuvent étre utilisés comme agents épaississants et stabilisants efficaces

dans les formulations laitieres.

La formulation combinée (pectine + mucilage) montre une viscosité comparable, voire supérieure, a
celle obtenue avec la plus forte concentration dun seul additif. Ce résultat suggere un effet synergique
entre ces deux polysaccharides, ou la pectine renforce la structure du gel tandis que le mucilage
augmente la viscosité globale. Ce phénomene de synergie entre polysaccharides naturels a été
également décrit par Arab et al., (2022), qui ont montré que la combinaison de deux agents

hydrocolloides améliore la stabilité et la texture des produits laitiers fermentés.

Ainsi, la variation de la viscosité au cours du stockage refléte 1’évolution du pH et de I’acidité, et
confirme que 1’ajout de pectine et de mucilage, seuls ou combinés, améliore significativement la
texture, la stabilité et la qualité globale du produit. Ces résultats mettent en évidence I’intérét
technologique des composés naturels issus de plantes comme additifs fonctionnels dans les produits

laitiers fermentés.
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Conclusion :

Au terme de cette étude, il apparait clairement que I’intégration des mucilages et pectines extraits des
graines de Foeniculum vulgare dans des yaourts fonctionnels enrichis en probiotiques constitue une
approche efficace pour améliorer la qualité globale du produit. Ces polysaccharides naturels ont
démontré un effet prébiotique notable, stimulant la croissance et la viabilité des bactéries lactiques,
essentielles pour assurer les bénéfices nutritionnels et fonctionnels du yaourt. L’évaluation physico-
chimique des yaourts a confirmé que I’ajout de mucilages et pectines n’altére pas la stabilité du pH
et favorise une acidification contrblée, reflet d’une fermentation harmonieuse. Par ailleurs,
I’intégration de ces extraits contribue a renforcer la texture et la viscosité du yaourt, assurant une
meilleure tenue et une expérience sensorielle plus agréable. Sur le plan microbiologique, les extraits
de fenouil ont soutenu la flore bénéfique tout en préservant le produit contre le développement de
micro-organismes indésirables, ce qui souligne leur réle protecteur naturel. L’ensemble de ces
résultats démontre que les mucilages et pectines de fenouil sont des ingrédients fonctionnels
prometteurs, capables de conjuguer sécurité alimentaire, valeur nutritionnelle et qualité
organoleptique dans les yaourts fonctionnels. En définitive, cette étude met en lumiére le potentiel
des extraits de fenouil comme composant naturel et fonctionnel, capable de renforcer les bienfaits des
probiotiques tout en assurant la stabilité et I’attrait des produits laitiers. Ces observations constituent
une base solide pour la discussion approfondie des résultats expérimentaux, permettant d’analyser de
maniere détaillée ’influence des extraits de fenouil sur les caractéristiques des yaourts étudiés. Dans
la continuité de ces travaux, plusieurs perspectives se dessinent, notamment I’optimisation des
procédés d’extraction afin d’obtenir des fractions plus pures et plus fonctionnelles, 1’étude de la
synergie entre ces polysaccharides et d’autres fibres prébiotiques pour renforcer la viabilité
probiotique, ainsi que 1’exploration de leur application dans d’autres matrices alimentaires, qu’elles
soient laitieres ou non laitieres. De futures recherches pourraient également s’intéresser a la
caractérisation approfondie des composés bioactifs du fenouil, a 1’évaluation de leur impact sur la
santé au travers d’études in vivo ou cliniques, ainsi qu’a I’analyse de la stabilité technologique des
formulations enrichies lors du stockage. Ces perspectives ouvrent la voie a une valorisation plus large

des mucilages et pectines de fenouil dans le domaine des aliments fonctionnels.
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