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Résumé

Résumé

Cette étude a pour objectif d’intégrer la bactérie bénéfique Lactobacillus rhamnosus lors
de la fabrication d’un film probiotiquecomestible fonde sur le mucilage de figuier de barbarie et
la gomme de caroube. Le rendement d'extraction respectif a touché 1.62+0.08% et 40+1.41%
pour le mucilage et la gomme. Le biofilm probiotiqueamontré un bon aspect visuel, une
épaisseur de 0.057+ 0.008mm, une humidité de 40.34+ 0.05 % et une hydrosolubilité allant a
93.871£0.06%. Sa perméabilité a la vapeur d’eau et sa transparence étaientde I’ordre 1.88x10°
10+0.1x101(g.m™.s1.Pa?) et 18.28+2.12%. Malgré leur manque de survie aprés séchage du film,
la présence des probiotiques dans le film donne un pouvoir antioxydant de 10.46+ 0.02%et une
biodégradabilité de 56.52+ 0.05%.Les films probiotiques maintiennent un bon niveau de qualités
organoleptiques des pommes conservés et conduisent vers une perte de poids amoindrie, un pH

plus bas, et un degré de solides solubles plus haut.

Mots clés :mucilage, gomme, biofilm, probiotique.



Abstract

Abstract

This study aims to integrate the beneficial bacterium Lactobacillusrhamnosusto the
formulated edible probiotic film based on prickly pear mucilage and locust bean gum. The
respective extraction yield was 1.62+0.08% and 40£1.41% for mucilage and gum. The probiotic
biofilm showed good visual appearance, a thickness of 0.057+ 0.008mm, a humidity of 40.34+
0.05% and a rate of water solubility of 93.87+0.06%. Its water vapor permeability and
transparency were 1.88x107°+0.1x101(g.m™.s™.Pa!) and 18.28+2.12%. Despite their lack of
survival after film drying, the presence of probiotics gives an antioxidant power of 10.46+ 0.02%
and a biodegradability percentage of 56.52+ 0.05% for the tested film. The probiotic films
maintain a good level of organoleptic qualities of the preserved apples and lead to less weight
loss, a lower pH, and a higher degree of soluble solids.

Keywords: mucilage, gum, biofilm, probiotic.
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Introduction

Introduction

A Theure actuelle, les plastiques sont les matériaux d'emballage alimentaire les plus
couramment utilisés dans le monde, alors qu’ils sont pour la plupart non réutilisables, non
biodégradables et peuvent, dans des conditions spécifiques,entrainer des effets toxiques et de
graves conséquences environnementales (Luchese et al.,2018 ; Podshivalov et al., 2017)

L’orientation récente de la communauté scientifique s’est emparée par le développement
d'alternatives aux matériaux d'emballage en plastique, principalement en raison de satisfaire
davantage aux exigences des consommateurs souciant de plus en plus pour leur santé
individuelle, la qualité nutritionnelle de leur assiette et le niveau de sécurité de leur alimentation,
sans autant contourner la nécessité de rassurer la conscience grandissante a I’égard de la
durabilité environnementale.

Ainsi, le retour vers la nature, vers les produits de terroir ou méme les sous-produits
d’origine animale ou végétale, sans surpasser bien évidemment le monde microbien, représente
la feuille de route dans I’innovation des emballages/films bon marché, convenables a la
consommation humaine, non toxiques et biodégradables. En plus, le néoconcept de dualité de
fonction conditionnement/alimentation ou conditionnement/cure est trés prometteur et suscite
beaucoup d’intérét dans des domaines variés; medicale, pharmaceutique, alimentaire,
cosmétique...

C’est dans cet angle que s’insere cette étude qui tente de formuler un film comestible a
base de colloides issus des plantes locales trouvées a la Wilaya de Tissemsilt; le mucilage des
cladodes d’Opuntia et la gomme des graines de caroubes. Ce film sera incrusté par une souche
probiotique qui compléte le double effet désiré de protection/thérapie.

Le but de notre étude est de fabrication et caracterisation d'un biofilm comestible
probiotique a base de mucilage des cladodes et gomme de caroube locale, ainsi que son
application sur les pommes afin de prolonger leur durée de vie.

Ce mémoire commencera par une étude bibliographique qui contient successivement un
chapitre sur le mucilage d'Opuntia et la gomme de caroube, et un autre qui parle sur les
emballages comestibles. La partie expérimentale, représente la deuxiéme moitié majeure du
mémoire et s’occupe a citer les techniques utilisees pour la fabrication, la caractérisation et
I’exploitation du biofilm probiotique, puis & donner et interpréter les résultats trouvés dans ces
expériences. Une conclusion générale exposera une synthese globale de ce travail et sera suivie

par les perspectives a prendre dans les recherches ultérieures.

——
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I.1. Le figuier de barbarie et son mucilage

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente résistante originaire du Mexique de 3 a
5 m de haut, constituée d’un tronc épais et ligneux et une organisation en articles verts aplatis,
elliptiques ou ovoidaux, ayant une longueur de 30 a 50 cm, une largeur de 15 a 30 cm et une
épaisseur de 1.5 a 3 cm (Reynolds et al.,2003 ; Aknouche , 2018).C'est une plante intéressante
en raison des conditions environnementales dans lesquelles elle se développe et sa résistance aux
conditions climatiques extrémes (Hernandez-Urbiola et al.,2011).1l existe deux variétés de

figuier barbarie, la variété inerme et la variété épineuse (Neffar, 2012).

Figure 1. Partie végétatives du Figuier de Barbarie avec (a) les cladodes, (b) la fleur, (c)
le fruit et (d) les graines (Lagab& Chami, 2021).

Les raquettes ou cladodes d’Opuntia & fonction chlorophyllienne sont recouvertes de
cutine ;une cuticule cireuse qui limite la transpiration et les protége contre les prédateurs. Ces
cladodes trés fibreux, retiennent I’eau et permettent a la plante de résister a la chaleur et a la
sécheresse (Massdak, 2018).

Ses fleurs hermaphrodites sont marginales sur le sommet des cladodes, avec une couleur
jaune devenant rougeétre a I’approche de la sénescence de la plante. Les fruits sont des baies
charnues ovoides ou piriformes pourvues d’épines, généralement verdatres ou jaunes a maturité
(Espinosa et al., 1973).La pulpe de fruit est toujours juteuse, de couleur jaune-orangé, rouge ou
pourpre parsemée de nombreuses petites graines (Belmiloud, 2013). Les graines sont riches en
vitamines et en oligoéléments, et donne une huile trés recherchée pour sa qualité dermatologique
trés recherchée (figure 1) (Boutakiout, 2015).
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1.1.1. les cladodes

La composition chimique des cladodes varie en fonction des facteurs édaphiques,
I'endroit de la culture, la saison et I’age de la plante. Par conséquent, les teneurs en éléments
nutritifs respectifs varient a la fois entre les espéces et les variétés et ils ne devraient pas étre pris

comme des valeurs absolues (Stintzing and Carle, 2005).

Tableau 1. Principaux composants des cladodes du figuier ce Barbarie (Stintzing&Carle,2005).

Teneur
Composant 9/100g de 9/100g de poids

matiere séché frais
Eau - 88 - 95
Glucides 64 -71 3-7
Cendres 19-23 1-2
Fibres 18 1-2
Protéines 4-10 05-1
Lipides 1-4 0.2

1.1.2.Le mucilage

La production de mucilage est un attribut de la famille des cactacées. Ce composé
polysaccharidique est sécréte par les cellules mucilagineuses situées dans des cellules
spécialisées du chlorenchyme et du parenchyme (Nobel et al.,1992 ; Saenzet al., 2004).Son role
physiologique a été associé a sa capacité de rétention d'eau dans des conditions climatiques

défavorables (Goycoolea& Cardenas, 2003).

Tableau 2.Composition glucidique de mucilage (Saenz & uevas, 2013)

Glucide Valeur
Arabinose 24.6 -42%
Galactose 21- 40%
Rhamnose 7-13.1%
Xylose 22 -22.2%
Acide glucuronique 7-13.1%
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Figure 2.Les sous-unités formant le mucilage (Beeper trou, 2014)

1.1.3. Le mucilage d'Opuntia ficus-indica

Le mucilage d'Opuntia ficus-indica est une substance épaisse et gommeuse et c'est ce qui
fournit la capacité naturelle du cactus a stocker de grandes quantités d'eau. Lorsqu'il gonfle avec
I’eau, il se produit des propriétés tensioactives uniques donnant au mucilage une capacité
présumee a preécipiter des particules et des ions a partir de solutions aqueuses (Saenz et al.,
2004).

Il est composé de 55 résidus de sucresycompris l'arabinose, le rhamnose, le galactose et le
xylose(figure 3) (Amin et al.,1970). Son poids moléculaire varie selon les techniques
d'extraction et la possibilité de contamination (Saenzet al., 2004). Les chercheurs ont rapporté
un poids moléculaire allant de 3x10° & 4.3x105g/mol(Trachtenberg et Mayer, 1981 ; Cardenas
et al., 1997 ; Medina-Torres et al., 2000).

- (D-GalA-0-(1—2)-L-Rha-P - (1—4)) -
4
T
3
Gal 3 «R
6
T
1
R-+» 4 Gal 3 «R
6
I
1
1
Gal 3 «R
4
T
R
R = arabinose or xylose

Figure 3. Structure de mucilage des cladodes de /’Opuntia ficus indica(Lefsih et al.,2016).
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1.1.4. Importance du mucilage

1.1.4.1. Utilisation médicinale et thérapeutique

Le mucilage baisse le taux de cholestérol total dans le sang, comme il comporte une
grande variété de composes antioxydants (polyphénols, flavonoides, vitamines C et E, B-caroténe
glutathion), capable de reduire le risque de cancer, des maladies cardiovasculaires et des
maladies neuro-dégénératives (I’ Alzheimer) (Feugang et al. 2006 ; Elkharrassi, 2015).

1.1.4.2. Utilisation cosmétique

Le mucilage des cladodes est utilisé dans la fabrication des shampoings, des assouplissants
des cheveux, des cremes dermiques et des laits hydratants. Il est également utilisé depuis
longtemps par les femmes rurales pour assouplir leurs cheveux(Lagab& Chami, 2021).

1.1.4.3. Utilisation pharmacologique
Le mucilage des cladodes est reconnu comme une fibre qui influence positivement le
métabolisme du glucose et des lipides, le controle de I’obésité et pour la fonction prébiotique du

microbiote du gros intestin(Lagab& Chami, 2021).
1.2.Le caroubier et la gomme de sa caroube

Le caroubier (Ceratoniasiliqua) ; du grec « Keras » ou corne et du latin « siliqua » qui
désigne une silique ou une gousse.C’est une plante vivace des Caesalpiniodeae appartenant a la
famille des Légumineuse (Figure 5). Avec sa période de vie productive de plus de cent ans, le
caroubier est cultivé dans les zones douces et méme séches a I’exemple des pays méditerranéens,
pour offrir une production mondiale de caroube de 160000 tonnes/an(Barak &Mudgil,
2014;Goulas et al., 2016).
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1.2.1. Les graines de caroube
Le caroubier pousse naturellement dans toute la région méditerranéenne et produit des
fruits sous forme de gousse qui renferme de nombreuses petites graines brunes, biconvexes et
extrémement dures, séparées les unes des autres par des cloisons pulpeuses (Dakia, 2003).
Chaque gousse peut contenir environ douze graines (10% de sa masse) uniformes et semblables
aux graines de pasteque (Bernardo-Gil et al., 2011 ; Dakia, 2011).
Ces graine sont une longueur comprise entre 5.5 et 6.0 mm et une largeur comprise entre
3.4 et 4 mm(figure 6) (Dakia et al., 2007).Elles sont constituées de trois parties (Daas et al.,
2000 ; Ndir et al.,2000 ;Dakia et al., 2007 ; Dakia et al., 2008 ; Simoes et al., 2011):
- Une enveloppe résistante (30-33% de la graine) de couleur brune appelée les téguments
ou la cuticule marron ;
- Un endosperme blanc et translucide (42-46% de la graine), constitué majoritairement de
galactomannanes (80-91%), avec 6%(de proteines, 3 a 4% de cellulose et 1% de cendres ;
- Un embryon ou un germe (23-25%de la graine), possédant une valeur énergétique tres
¢levée due a sa richesse en protéines principalement solubles dans I’eau et de lipides

majoritairement insaturés.
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Figure 5. Graines du caroubier (a) photographie générale et (b) caractéristiques dimensionnelles
(Karababa&Cokuner, 2013).

1.2.2. La gomme de caroube « LocustBean Gum LBG »

La gomme de caroube (LBG) est un mucus hydrosoluble inclus dans 1’endosperme. La

LBG de haute pureté est formée de 10 a 13% d’humidité, 5% de protéine, 1% de cendres, 1% des
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fibres et une fraction principale de 80 a 85% de galactomannane répartie en 16 a 20 % de D-
galactose et de 80 a 84 % de D-mannose(Maier et al., 1993 ;Salinas et al.,2015).

Figure 6. (a) Coupe transversale d'une graine de caroube (b) Photographie des composants
constitutifs de la graine (Dakia et al., 2008).

Tableau 3. Composition chimique de la graine du caroubier (Dakia et al., 2007 ; Dakia, 2011.,
Lizardo et al., 2002)

Constituant Radicelles % Endospermes %
Humidité 56-8.3 5.82-9.3
Protéines 54.7-67.1 1.82-5.20
Lipides 7.1-8,2 1.3
Hydrates carbone 13.3-23.9 80-9.8
Cendres 5.6-6.5 0.95-1.0

1.4.5.Importance de la gomme de caroube

La gomme de caroube connait plusieurs applications industriellesen raison de sa capacité a
former une solution tres visqueuse a une faible concentration, en plus de ses propriétés

épaississantes, émulsifiantes et stabilisantes (Sandolo et al.,2007).
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Il. L'emballage comestible

Par définition, un emballage alimentaire est une fine couche formée directement sur la
surface des aliments ou formé séparément sous forme de feuille/film mince et enroulé sur leur
surface plus tard (Guilbert et al., 1995 ; Shit&Shah, 2014).

Les emballages comestibles sont fabriqués a partir d'ingrédients consommables par
I'hnomme, le probléme d'élimination des déchets est presque nul. Méme s'il ne se mange pas, il se
dégrade plus vite par rapport au synthétique, 1’exigence de décharge est grandement réduite. En
outre, comme les matériaux d'emballage sont sans danger pour consommation humaine, la
transmission des molécules d'emballage dans les aliments ne crée aucun probléeme de
santé(Guilbert et al., 1995 ; Shit &Shah, 2014).

I1.1.Les types d’emballage comestibles

I1.1.1. Les emballages alimentaires actifs

Cette technologie de pointe intégre des composants actifs (par exemple, des antioxydants)
dans la matrice d'emballage polymeére (Baptist et al., 2018 ; Munteanu et al., 2019). La matrice
polymérique libere/absorbe alors des substances dans/depuis les aliments conservés oule milieu

environnant pour maintenir et prolonger la durée de conservation (Wicochea et al.,2019).

11.1.1.1. Les emballages comestibles probiotiques

Les films et les revétements comestibles ont €té introduits en tant que supports efficaces
pour la livraison de plusieurs composés bioactifs, comme les probiotiques dans les systemes
alimentaires ( Kanmani& Lim, 2013 ; Lopez de Lacey et al., 2012)

Les probiotiques sont définis comme des organismes vivants qui, lorsqu'ils sont
administrés en quantités adéquates (>10° a 10’UFC/g), conférent des avantages pour la santé a
I'n6te (FAO &WHO 2002). Bien que la fonctionnalité des probiotiques dépende généralement
de la souche, des bienfaits pour la santé, notamment la régulation du tractus gastro-intestinal, la
stimulation du systeme immunitaire, la réduction des taux de cholestérol sérique et de
I'intolérance au lactose et la prévention du cancer et des maladies cardiovasculaires, ont été
signalés (Saad et al., 2013).

11.1.2. Les emballages intelligents

Ces systemes peuvent surveiller les influences physico-chimiques telles que les
conditions environnementales, et également prévenir les changements microbiologiques. Il est
possible de citer par exemple un emballage qui informe le consommateur par un changement de

couleur si un aliment n’a pas été conservé a la bonne température. 1ls sont largement utilisés dans
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les aliments et les boissons, mais aussi dans les produits de santé, les soins personnels et d'autres
(Schaefer et al. 2018 ; Biji et al. 2015).

Figure 7.Emballages alimentaire (A)actif absorbeur et (B)intelligent a étiquette qui se colore

lorsque le produit n’est plus consommable (Kuzma, 2017)

11.2. Les propriétés de ’emballage comestible
L’emballage comestible doit couvrir plusieurs propriétés dont les principales sont (Han,
2003):

11.2.1. Comestibilité et biodégradabilité
Pour maintenir leur comestibilité et leur biodégradabilité, tous les composants du film
doivent étre des ingrédients de qualité alimentaire et biodégradables sans danger pour

I'environnement.

11.2.2. Protection physique et mécanique

Les propriétés mécaniques doivent étre optimisées concernant la résistance a la traction,
I'allongement a la rupture, le module d'élasticité, la résistance a la compression, a la perforation,
a la déchirure, a l'éclatement, a l'abrasion, en plus de la rigidité, la force d'adhérence et

I’endurance au pliage, etc.

11.2.3. Fonction de barriére a la migration

Toutes les propriétés de barriére sont affectées par la composition du film, des conditions
d’humidité relative et de température. Les emballages comestibles peuvent étre utilisés pour
retenir I'humidité et réduire l'absorption de matiéres grasses dans les aliments
(Dragich&Krochta, 2009).
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11.2.4. Commodité et préservation de la qualité

Les emballages comestibles peuvent retarder la déshydratation de la surface, I'absorption
d'humidité, l'oxydation des ingredients, la perte d'arome, I’absorption d'huile de friture, la
maturation/vieillissement et la détérioration microbienne des produits alimentaires. lls
contribuent également a la qualité visuelle, a la douceur de la surface, au transport des saveurs, a

I'impression de couleurs comestibles et a d'autres facteurs liés au marketing.

11.2.5. Prolongation de la durée de conservation et amélioration de la sécurité
La protection accrue des produits alimentaires prolonge la durée de conservation et réduit

la possibilité de contamination par matieres étrangeres.

11.2.6. Support de substances actives et contréle de leur libération

Les films et revétements comestibles peuvent étre utilisés pour les ingrédients alimentaires,
les produits pharmaceutiques, les nutraceutiques et les produits agrochimiques sous forme de
geélules, microcapsules, bandelettes solubles, sachets souples et enrobages sur les particules

dures.

11.3.Classification des films et enrobages comestibles
Les films et enrobages comestibles sont classés en fonction de leurs ingrédients de

constitution en quatre grandes catégories :

11.3.1. Films et enrobages comestibles a base de polysaccharides

Les polysaccharides comme I'amidon, la pectine, la cellulose, les gommes d'exsudat, les
extraits d'algues, etc. sont sélectionnés pour fabriquer des films et revétements comestibles apreés

verification de leur adéquation physique, mecanique et fonctionnelle(Saberi et al., 2016).

Ces films se caractérisent par une mauvaise action de barriére contre I'humidité et une
permeéabilité modérée a I'O-mais ils sont sélectivement perméables au CO. Cela les rend adapté
a la conservation des fruits et légumes par réduction du rythme respiratoire en modifiant

I'environnement a l'intérieur du produit (Saberi et al., 2016).

11.3.2. Films et enrobages comestibles a base de protéines

Ces films et revétements ont des propriétés fonctionnelles et technologiques améliorées et
recoivent de ce fait de plus en plus d'intérét de la part des scientifiques et des industriels. Les
protéines animales comme la gélatine et les protéines végétales comme la protéine de soja ou le

gluten ont été utilisés avec succes pour le développement de ces films (Sharma & Singh, 2016)
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11.3.3. Films et enrobages comestibles a base de lipides

Les lipides sont utilisés depuis longtemps comme enrobage comestible pour la
conservation d'articles alimentaires, a I’exemple du revétement des agrumes par la cire en Chine
ancienne, ou des produits carnés lardés de saindoux ou de graisses en Angleterre. Certains
lipides, cires et résines utilisées pour le développement de films et d'enrobages comestibles sont
mentionné ci-dessous(Dhaka &Upadhyay, 2018).

1. Lipides : Huile de tournesol, huile de palme, huile de coco, beurre de cacao etc.
2. Cires : cire d'abeille, cire de carnauba, huile de jojoba, cire de candelilla etc...
3. Résines : gomme arabique, gomme mesquite, gomme adragante, etc.

11.3.4. Films et enrobages comestibles composites

Cette catégorie est développée par l'utilisation de plus d'un des ingrédients mentionnés
ci-dessus. La logique derriére cette mixture est de profiter des réactions synergiques entre les
ingrédients. Les films composites ont été signalés comme ayant de meilleurs résultats physiques

et propriétés de barriére que leurs homologues individuels(Dhaka &Upadhyay, 2018).
11.4.Applications

11.4.1. Sur les fruits et les légumes frais et peu transformés

Dans le cas des fruits et légumes, les revétements sont utilisés pour prévenir la perte de
poids par rétention d'humidité, inhiber les micro-organismes, ralentir la respiration aérobie et
améliorer l'apparence en apportant de la brillance. Les enrobages comestibles contrélent la
maturité des fruits frais en réduisant la pénétration d'oxygene dans le fruit, ralentissant ainsi
I’activité métabolique et les changements qui ’accompagnent (Conforti&Zinck, 2002). De
nombreuses recherches ont rassemblé les effet des nouveaux revétements d'émulsion comestibles
sur la capacité de stockage et la qualité post-récolte des fruits et légumes frais (Lin &Zhao, 2007
; Valence-Chamorro et al., 2011).

De la méme maniéere, ces enrobages ont le méme intérét pour les fruits et légumes frais
coupés, puisqu’ils peuvent agir comme porteurs d'antioxydants et d'antimicrobiens de qualité
alimentaire qui aident a réduire le brunissement enzymatique et la croissance microbienne
(Rojas-Grau et al., 2009).

11.4.2. Sur les produits a base de viande, de volaille et de poisson

Des études sur les films comestibles au collagéne ont montré leur potentiel a réduire la
perte d'humidité, a minimiser l'oxydation des lipides, a prévenir la décoloration et a réduire

I'égouttement des muscles (Gennadios et al., 1997). En outre, I’incorporation d'antimicrobiens

11
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dans les revétements, les gels ou les films peuvent également aider a contrdler la sécurité des
produits carnés (Cutter, 2006).

Cependant, les enrobages comestibles peuvent étre appliqués sur les produits a base de
viande et de poisson par trempage, pulvérisation, moulage, roulage, brossage et moussage. Les
grasses lors de la friture de viande (Dragich et Krochta, 2010 ; Rodriguez-Turienzo et al.,
2011).

11.4.3. Produits frits a I’huile

Les produits frits sont trés attrayants aux consommateurs grace a un ceeur doux et humide
recouvert d’une crolte croustillante, mais peut contenir jusqu’a 50% de matiéres grasses.
Certains enrobages comestibles, notamment ceux a base de polymeéres hydrophiles, constituent
une bonne barriére aux graisses et huiles. Cette application est devenue de plus en plus
importante ces derniéres années, car I’absorption des graisses des produits frits est devenu un
probléme de santé lié a I’obésité et aux maladies coronariennes (Garcia et al., 2008).Dans ce
contexte, les revétements a base de gomme gellane et de gomme de guar ont montré des résultats
prometteurs (Kim et al., 2011).

A B C
Figure 8.Photosde biofilmsabasede A)Chitosan,B)Caroubeet C)
GleditsiaTriacanthos(Benabbou,2009; Guemmane&Kerfal,2016).
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111.1. Objectif
Ce travail cherche & :
- Extraire le mucilage du figuier de Barbarie et la gomme de caroube du caroubier de la
région de Tissemsilt ;

- Fabriquer et caractériser des films comestibles probiotiques a base de ces deux colloides ;

- Evaluer Iefficacité de conservation des films élaborés comme enrobage sur des pommes.

111.2. Matériel
111.2.1.Matiere végétale

Les cladodes matures de 30 a 50 cm de longueur et de 15 a 30 cm de largeur, ont été
récoltés aléatoirement le mois de fevrier 2022 a partir de plusieurs Figuiers de barbarie vivants et
spontanés de la région de Lardjem (35° 44’ 58" nord, 1° 32' 54" est), situ¢e a 30 km de son chef-
lieu (Tissemsilt) (Figure 9).

Les echantillons sont ensuite débarrassés de leurs épines, désinfectés a 1’cau de Javel

(10%), rincés a I’eau distillée et séchés, puis conservés au congélateur jusqu’a leur utilisation.

Les gousses de caroube en pleine maturité ont eté achetées du marche local de la Wilaya
de Tissemsilt au méme mois(fevrier 2022). Les graines récupérées par concassage des gousses,
ont été conservées dans des sacs de polyéthyléne sombres a température ambiante dans un milieu

sec jusqu'a leur utilisation.
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Figure 9. Zone d'échantillonnage des cladodes d’Opuntia(Google, s.d)
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111.2.2. Les probiotiques

La souche bénéfique Lactobacillus rhamnosus provient de la collection de laboratoire
LMBAFS (Laboratoire de Microorganismes Bénéfiques, Aliments Fonctionnels et Santé,

Université de Mostaganem-Algérie).
111.2.3. Matériel du laboratoire

Le tableau 04 montre les produits chimiques et I’appareillage utilisés durant la réalisation

de cette étude.

Tableau 4. Appareillage et produits chimiques utilisés.

Appareil Consommables Produit chimique
- Agitateur magnétique -  Boites de pétri - Chlorure de
- Balance analytique - Cuves de calcium (CaCly)
- Bec Bunsen spectrophotometre - DPPH
- Broyeur électrique - Elr:::“ts jaunes et - EtharT0|
- Glycérol

- Centrifugeuse (Sigma 318Kks) ]
- Pipettes pasteur

- Comparateur i i o

- Tissu de mousseline - MRS
- Dessiccateur
o - Mcfarland
o - Eau Distillée
- Lampe UV

- Micropipette réglable
- Mixeur

- pH metre (HANNA)
- Plaque chauffante

- Refractometre

- Spectrophotometre UV-VIS
(JENWAY 7305)

- Thermométre

111.3. Protocole expérimental
Le diagramme de la figure 10 rassemble la totalité des étapes réalisées en triplicata

chacune, durant la partie pratique de cette étude :
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Les cladodes Graines de
caroube
A v
Centrifugation Immersion
(8000tr/15min) séchage, broyag
Mucilage Gomme de

J caroube LBG

Solutions filmogenes

Avec et sans

probiotique

Solutions d’enrobage Films
1. Application sur les 1. Physicochimie
pommes -Epaisseur et densité

- Analyse sensorielle -Humidité et solubilité

de poid -angle de contact

- Perte de poids -Transparence

-pH 2. Capacité antioxydante

- Solides solubles 3. Viabilité des probiotiques

4. Biodégradabilité

Figure 10.Diagramme du protocole expérimental de I’étude
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111.3.1. Extraction des polymeéres
111.3.1.1. Mucilage

Les cladodes débarrassés de couche externe (chlorenchyme) et coupés en morceaux
cubiques ont été cuits pendant 3 @ 5 min au four a micro-ondes (900 W) jusqu'a ramollissement.
Les morceaux cuits et tendres ont ensuite été malaxés par un Mixer afin d'extraire le mucilage,
puis centrifugés a 4 °C a une vitesse de 8000 tr/min pendant 15 min, pour éliminer les impuretés
solides. Le mucilage obtenu a été séche a 60°C pendant 72 h en utilisant des moules de silicone,
rendu en poudre et conservés dans des boites hermétiques a 1’abri de I’humidité et de la lumiére

(Du Toit & De Wit, 2011).
111.3.1.2.Gomme de caroube

Les graines de caroubes (100 g)ont été bouillées dans 800ml d’eau distillée a 100°C/1 h.
Ensuite, les téguments des graines gonflées ont été séparés manuellement et leur endosperme
débarrassé de germe a éte séché dans une étuve a 100 °C/1 a 2 h jusqu'a poids constant, puis
broyes et tamisés pour obtenir la poudre LBG (Dakia et al., 2008).La poudre qui représente la
gomme de caroube brute a été stockee dans un tube a essai hermétique a tempeérature ambiante
(Farahnaky et al, 2014).

111.3.1.3.Rendement d'extraction

C’est le rapport du poids (g) de I’extrait sec de mucilage ou de gomme obtenu surla
masse initiale de cladodes frais ou graines de caroube, exprimé en pourcentage (Zhang et al.,
2007) :

R% = M x 100
°~ Mo
Avec :
R% : Rendement d’extraction (%) ;

M : masse de I’extrait sec obtenu « mucilage ou LBG » (g),

Mo: masse de matiere premiere utilisée « cladode ou graines de caroube » (g).
111.3.3.Elaboration des films

111.3.3.1. Solutions filmogénes

Les solutions filmogénes ont été préparées selon la méthode décrite par Espino Diaz et al.
(2010),Gheribi et al. (2018) et Kanatt, (2020)avec quelques modifications mineures. Un
mélange de 2 g de mucilage dans 100 ml d'eau distillée a été agité continuellement pendant 3 h a

température ambiante, avant d’étre additionné de 2 g de gomme de caroube. L’agitation a été

16

——
| —



Chapitre 111 : Matériels et methodes

reprisependant 1 h & 25 °C et glycérol a ensuite eté ajouté comme plastifiant a raison de 40 %
(p/p) sur la base du poids total des extraits de mucilage et de caroube. Les solutions résultantes

ont encore été agitées & 70°C/30 min pour assurer I’homogénéité de la mixture.
111.3.3.2.Inoculation des solutions filmogénes

La suspension bactérienne de Lactobacillus rhamnosus revivifiée dans un bouillon MRS
a 37°C pendant 48 h, a été centrifugée a 4000g/10min dans des conditions aseptiques afin
d’éliminer le surnageant et récupérer le culot cellulaire. Ce dernier a subi deux
lavages/centrifugations par le tampon phosphate(PBS a pH=7.0) a la méme vitesse de rotation
précédente. La concentration d’inoculum a été ajustée pour atteindre la concentration requise lors
d’ensemencement des solutions filmogenes en utilisant les standards Mc Farland (De Lacey et
al.,2012)

Juste avant inoculation, la solution filmogéne a été stérilisee a 80°C/10min pour tuer les
agents pathogenes potentiels, puis refroidie a 37°C, les bactéries ont été ajoutés aux solutions
filmogeénes pour atteindre une concentration finale de 10° UFC/ml (Li et al., 2020).

La solution filmogéne sans bactérie bénefique a représenté le témoin de cette étude.

111.3.3.3.Préparation des films

Lasolution filmogene, avec ou sans probiotique, a été versee sur des moules de silicone
selon un rapport de 0.49mL/cm? et séchés dans une étuve a 40°C/48 h. Les films récupérés ont
été refroidis dans un dessiccateur a 25°C pendant 48h, avant d’étre stockés dans des sacs en
plastique refermables au congélateur a (-20°C) pour empécher la croissance des bactéries
(Espino-Diaz et al., 2010 ; Gheribi et al., 2018 ; Davachi et al., 2021).

Avant utilisation, les sacs contenant les films ont été laissés a température ambiante

jusqu'a ce qu'ils atteignent la température de 25°C(Davachi et al., 2021).
111.3.4. Caractérisation physicochimique des films
111.3.4.1. Epaisseur du film

La moyenne d’épaisseur de mesures effectuées par un comparateur a dix positions

différentes de chaque film a été calculée (Gheribi et al., 2018).
111.3.4.2. Teneur en humidite

La teneur en humidité relative (HR) des différents films a été déterminée selon le
protocole de. Des échantillons de 2 cm? pesés préalablement (mi) ont été séchés au four a
90°C/24 h puis repeses (mf), et la teneur en humidité a été calculée (Jouki et al., 2013 ; Gheribi
etal., 2018) :
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mi —mf
HR = ——x 100
mi

111.3.4.3. Solubilité dans I'eau (WS5)

La solubilité des films dans I'eau a été testée selon la méthode de Jouki et al. (2013). 2
cm?de chaque film refroidis & température ambiante dans un dessiccateur aprés séchage a
90°C/24 h, dont le poids était noté (mi),ont été immergés dans 50 ml d'eau distillée a 25°C
pendant 30 min. Le (mf) représente le poids des morceaux non dissous séchés 24 h au four a
90°C puis refroidies a température ambiante. La solubilité dans I'eau des films a été calculée
comme suit (Gheribi et al.,2018) :

mi—mf
ws =—x 100

mi

111.3.4.4. L'angle de contact avec I'eau

Ce test réalise selon la technique de Gheribi et al. (2018) reflete I'hydrophobicité de la
surface des films préparés. L'angle de contact (degré °) avec lI'eau défini comme l'angle entre la
ligne de base et la tangente au point de contact entre une goutte d'eau de 5 uL et la surface du
film, a été fourni par le logiciel imagej (ImageJ, 64-bit Java 1.8.0_172).Pour chaque type de

film, au moins cing mesures a différentes positions sur la surface du film ont été prises.
111.3.4.5. Perméabilité a la vapeur d'eau (WVP)

La méthode gravimétrique deZhang et al. (2016),nous a permis de calculer la WVP (g-m
L.s1.Pal).Le poids d’une coupelle en acrylique contenant du CaClzet scellé par le film a été
enregistré. La coupelle a été placé dans une étuve réglé a 20°C et contenant 500 ml d'eau
distillée. Le gain de poids des coupelles a été mesuré pendant 6 h a un intervalle d’une heure
pour obtenir le taux de transmission de vapeur d'eau (WVTR) des films.

La perméabilité a la vapeur d'eau WVP a été calculée selon 1’équation citée par Gonzalez

et al. (2019) :

WVTR e

WVP = — by

Ou:

WVTR : le taux de transmission de la vapeur d'eau (g-s ') obtenu comme la pente de la
régression linéaire gain de poids = f (temps), c’est le poids final moins le poids initial de
I'échantillon (Ws - Wo) en fonction du temps (t)

e : I'épaisseur moyenne du film (m) ; A : l'aire de transfert (m?) ; APv : la différence de pression

de vapeur d'eau entre I'atmosphére de CaCl. et celle de la chambre (2337 Pa).

18

——
| —



Chapitre 111 : Matériels et methodes

111.3.4.6.Taux de transmission de la lumiére et transparence du film

Chaque film comestible (0.5 cm x 4.0 cm) a été placé dans une cellule de quartz pour
mesurer l'absorbance et la transmittance a 600 nm en utilisant un spectrophotométre UV-
visible(Zhang et al., 2016). La transparence a été calculée en utilisant 1’équation deHan et al.
(1997):

A600  —log T600
s S

Transparence =
Ou:
A600 : I'absorbance a 600 nm,T600 : la transmittance & 600 nm, s : I'épaisseur du film

111.3.4.7. Mesure de densité

La densité a été mesuréee selon la méthode citée par Ramos et al. (2012). Le poids (m)
d’un échantillon de film de 3 cm?a été mesuré, la densité se calcule selon I’équation de Li et
al.(2020) :

m

d=
s.e

Oou:
d : densité du film, m : masse de I’échantillon, s : surface de I'échantillon, e : épaisseur du film

111.3.5. Viabilité des probiotiques lors du séchage du film

Le taux réel des probiotiques dans la solution filmogéne a été évalué en mettant 1 ml dans
9 ml de PBS stérile avant de vortexer la suspension pendant 30 s pour assurer un mélange
adéquat (Soukoulis et al., 2016). La détermination du taux des probiotiques dans les films
formés consiste a dissoudre complétement 1g dans 9 ml de PBS stérile(L.i et al, 2020).

L’ensemencement a été fait par la technique d’étalement sur gélose MRS a partir d’une
série de dilution adéquate. L’incubation des boites pétri a été faite a 37°C pendant 48 h en
anaérobiose (Li et al, 2020).Aprés dénombrement, le nombre total des bactéries a été exprimé en
unités logarithmiques formant des colonies par gramme (log UFC/mL). Le taux de survie des
probiotiques tout au long du processus de séchage du film a été calculé par 1’équation suivante
(Li et al, 2020).

N
Viability (%) = 2~ x 100
0

Ou:
No et N représentent le nombre respectif de bactéries viables avant et aprés le processus de

séchage du film.
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I11.4. Activité antioxydante des films

La capacité antioxydante du film a été déterminée sur la base de la capacité de piégeage
des radicaux DPPH par la méthode de Qin et al. (2019). Dans I'obscurité, un échantillon de film
de 20 mg a été mis a réagir avec 4 ml d'une solution de méthanol DPPH 100 uM a 25°C pendant
1 h. La méme solution de DPPH sans film a été utilisée comme témoin. L'absorbance de la
solution réactionnelle a été mesurée a 517 nm. L'activité de piégeage des radicaux DPPH du film
a été calculée en utilisant I'équation suivante (L.i et al, 2020) :

A
Acitvité antioxydante (%) = 0

Ou:
Ao et Az sont respectivement l'absorbance du blanc et de la solution réactionnelle.

I11.5. Biodégradabilité

La biodégradabilité des films a été réalisée a travers ’expérience de degradation au sol a
I'échelle du laboratoire décrite par Sanhawong et al (2017).Quinze échantillons de film de 3 cm?
ont été enfouis dans une coupelle en plastique contenant de la terre horticole a environ 10 cm de
la surface du sol. Tout au long de I'expérience, la température de I'environnement du sol était de
20°C.

Avant le test, les échantillons ont été séchés a 105°C pendant 24 h et pesés pour obtenir le
poids initial (Mo). Ensuite, la masse du film a été mesurée tous les 3 jours (M1). La perte de

poids de I'échantillon a été déterminée comme suit (Li et al, 2020):

M
MXlOO

Perte de poids (%) = M
0

I11.5. Application des solutions filmogenes comme enrobage des pommes

Les pommes fraiches apportées du marché local ayant le méme calibre et sans détérioration
ou blessure, ont été épluchées et découpées en morceaux similaires. Ces derniers partagés en
groupes de trois morceaux, ont été trempés dans les solutions filmogénes d'enrobage, avec ou
sans probiotiques, pendant 60 s, avant d’étre subséquemment égouttés de l'exces d'enrobage puis
séchés a 20°C/30min. Le groupe témoin est composé de 3 morceaux de pommes enrobées dans
de I’eau distillée. Par la suite, groupes de morceaux de pommes placés dans des sacs de

polyéthylene ont été conservés séparément dans un réfrigérateur a 5°C pendant 10jours.
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111.5.1. Effet de ’enrobage sur le poids et le pH des pommes

Le poids et le pH de chaque groupe de fruit ont été mesurés avant et apres la période de
conservation. La mesure du pH a été réalisée en plongeant 1’électrode du pH-meétre dans une
solution de pommes fraiches a 10% (P/V) préparée en laissant tremper des morceaux frais dans
de I'eau distillée pendant 5 min (AOAC, 2000).

111.5.2.Solides solubles totaux

Les solides solubles totaux (TSS) ont été mesurés par la technique de Dong et al. (2001).
Les fruits de chaque traitement ont été broyés et une goutte de jus fraichement extrait a été

déposée sur le réfractometre. La teneur en solides solubles a été mesurée en °Brix.
111.5.3. Analyse sensorielle des pommes enrobées

Les proprietes organoleptiques des fruits enrobés ont été analysées avant et aprés la
période de stockage en termes d'aspect visuel, de texture (intégrité structurelle visible), de
couleur et d’odeur. Cette évaluation s’était basée sur une échelle de notation a 5 points ; 5 = trés
bon, 4 = bon, 3 = passable (limite de commercialisation), 2 = médiocre (limite d'utilisation) et 1
= tres faible (non comestible)(Colelli et al., 1991).
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1.Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction de mucilage des cladodes d’Opuntia ficus indica et de la
gomme de caroube de Tissemsilt sont exprimés dans le tableau5.Le calcul du rendement
d’extraction vise a déterminer 1’efficacité du procédé d’extraction(Zhang et al.,2007).

Le rendement d’extraction de mucilage des cladodes de Tissemsilt a dépassé celui des
cladodes de Mexique (0.68%) noté par Espino-Diaz et al. (2010).De méme, le rendement
d’extraction de LBG des graines de caroube de Tissemsilt est supérieur au taux de 13.36%,

rapporté par Guemmane et Kerfal (2016).

Tableau 5. Les rendements d’extraction de mucilage et de la gomme de caroube (LBG)

Mucilage LBG

Rendement d’extraction (%) 1.62 40

Le taux de mucilage dépend de I’espéce de cactus et son origine géographique, ses
conditions de récolte et de stockage, de I’age des cladodes, mais aussi de la méthode d'extraction
(Golstein, 1991 ;Saenz et al.,2004 ; Petera et al.,2009).

L’extraction de la gomme de caroube peut étre affectée par les conditions opératoires a
I’image du temps et température d’extraction et du rapport eau/endosperme des graines(El
Batal&Hasib, 2013).

A
Figure 11. La poudre de mucilage (A) et de la gomme de caroube (B)

IV.2. Caractérisation physicochimique et fonctionnelle des biofilms

Le tableau 6 réesume les résultats de la caractérisation physicochimiques des biofilms :
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Tableau 6. Les propriétés physicochimiques des biofilms

o Biofilm
Proprieté . .
Sans probiotique Avec probiotique

Epaisseur Biofilm (mm) 0.037+ 0.0047 0.057+ 0.008
Densité(g/mL) 0.73+0.02 0.27+0.04
Humidité(%o) 32.93+0.08 40.34+0.05
Solubilité (%) 90.82+0.05 93.87+0.06
Angle de contact (°) 20.27°+0.14 42.91°+0.45
Perméabilité a la vapeur
d'eau (WVP) 3.55x1010+0.7x101! 1.88x10%°+0.1x101!
(g'm?t.st.Pat)
Transparence (%) 21.48+0.2 18.28+0.02

Le film témoin avait une couleur jaune marron, son aspect était hétérogene et sa surface
était lisse et uniforme, en plus d’étre facilement détachable du moule de silicone (figure 12). Ces
résultats sont similaires aux résultats de Ghribietet al. (2018) ou le film était marron claire
homogeéne et lisse.

En revanche, le biofilm probiotique avait développé une couleur marron foncée, un
aspect plus homogeéne et cohérent, mais leur surface était peu rugueuse et collante (figurel2).
Cette adhésivité gene la récupération des films a partir des moules.

Les films et enrobages comestibles doivent avoir des propriétés organoleptiques les plus
neutres possibles (clairs, transparents, inodores, insipides...) pour ne pas étre détectés a la
consommation. Une amélioration de l'aspect de la surface (par exemple, la brillance) et des
caractéristiques tactiles (par exemple, une adhérence réduite) pourrait étre nécessaire. Les films a
base d'hydrocolloides sont généralement plus neutres que ceux formés a partir de lipides ou de
dérivés et de cires, qui sont souvent opaques, glissants et au godt de cire(Kester&Fennema,
1986).
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Figure 12. Les biofilms composites de mucilage et LBG (A)avec probiotique et (B)sans

probiotique
1V.2.1. Epaisseur des films

L'épaisseur des films est un facteur crucial qui affecte la transparence, la perméabilité a la
vapeur d'eau et les propriétés mécaniques des films (Davachi et al., 2021).Les résultats trouvés
(tableau 6)affirment que le film probiotique (0.057+£0.008 mm)était plusépais que le film témoin
(0.037£ 0.004 mm). Les films de mucilage des graines de coing, de lin et de basilic avaient des
épaisseurs supérieures a nos films allant de 0.115 a 0.125 mm sans Lactobacillus rhamnosus, et
de 0.116a 0.126mm. Les films de basilic ont montreé les plus faibles épaisseurs alors que les films
de lin ont montré les épaisseurs les plus élevées (Davachi et al., 2021). On peut dire alors que le
type de mucilage et sa concentration dans la solution filmogéne affectent grandement 1’épaisseur
du film.

Similairement a nos résultats ou le film probiotique a presque une double épaisseur que le
témoin, une différence significative a été observée entre I'épaisseur des films a base de
carboxymeéthyl cellulose témoins (40 pum) et avec Lactobacillus rhamnosus (50 um)(Ebrahimi
et al. (2018).

Contrairement a ce constat, les résultats trouvés par Davachi et al.(2021) ont montré qu'il
n'y avait pas de différence significative entre I'épaisseur des films de mucilages des graines de
coing, de lin et de basilic avant et apres l'ajout de Lactobacillus rhamnosus.Ces chercheurs
expliquent que la méme quantité de solution utilisee pour la préparation de tous les films a

conduit vers ce résultat.
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Figure 13. Mesure de I'épaisseur des biofilms par le comparateur.

1V.2.2. Densité

Fondamentalement, la densité est une mesure de la quantité de matiere pouvant se tenir
dans un espace. La densité de la membrane a un impact direct sur la résistance a la traction,
I'allongement et la WVP (Li et al., 2020).

L’ajout de L. rhamnosus au film de mucilage/LBG a réduit sa densité de 0.73+0.02 g/mL
a 0.27£0.04 g/mL. Ce résultat est contradictoire au résultat de Li et al. (2020), qui trouve que
I’addition des probiotiques augmente mais non significativement la densit¢ de 1.40+0.04 et
1.55£0.07 g/mL. Cette augmentation a été différente selon le type de probiotique ajouté.
Ces chercheurs expliquent que la densité du film est relative a la densité des chaines formees

entre le probiotique et les polymeéres de constitution.
IVV.2.3.Teneur en humidité du film

La teneur en humidité est un facteur important dans les films comestibles car elle affecte
la cinétique de viabilité bactérienne lors de longues périodes de stockage et facilitent la fonte de
ces films a l'intérieur de la cavité buccale (Davachi et al.,2021).

Pour le film témoin, I’humidité notée(32.93+0.7%) est comprise dans I’intervalle(14.54
+1.15a 35.80+0.45 %) trouve par Gheribi et al. (2018). Aprés l'ajout de probiotique, la teneur en
eau augmente a 40.34+0.05%, un résultat élevé par rapport a celui (11.2 £ 0.34%)trouvé par
Soukoulis et al. (2014), mais inférieur a (94.08 = 2.53%) de Davachi et al. (2021).

En contradiction a notre étude, l'ajout de probiotique sa baisse mais non significativement
la teneur en eau du film dans I’étude de Li et al. (2020).

L’humidité est principalement déterminée par la matrice filmogéne et le plastifiant
glycérine. De plus, les interactions entre les chaines polyméres peuvent entrainer une
disponibilité réduite des groupes hydroxyle, et les interactions des liaisons hydrogéne réduisent

les interactions polymere-eau (Kanmani& Lim, 2013 ;Oluwasina et al., 2019).

( 1
\ 2 )
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La présence de glycérol aide a maintenir la teneur en eau et inhibe l'évaporation d’eau
pendant le stockage, il agit comme un humectant fournissant un environnement propice a la
survie des probiotiques (Zhang et al.,2016 ; Gheribi et al., 2018).

1V.2.4.Solubilité dans I'eau

La solubilité des films comestibles dans I'eau est I'un des paramétres les plus importants
affectant leur application finale. En effet, certaines applications nécessitent des propriétés
hydrosolubles élevées pour étre facilement dissous avant consommation, tandis que d'autres
applications nécessitent une faible solubilité dans I'eau pour garantir la résistance a I'eau pendant
le traitement et le stockage (Ghasemlou et al., 2011).

D’apres Davachi et al.(2021), la forte teneur en humidité des films peut représenter une
forte solubilité dans I'eau des films, ce qui est le cas dans cette étude ou on a observé que le film
probiotique contient plus d’eau et est plus hydrosoluble (93.87+0.06%) par rapport au témoin
(90.82+0.05%). La solubilité dans I’ecau des films témoins passe d’un maximum de 75.01% a
83.18% en presence de Lactobacillus rhamnosus.

La solubilit¢ des films dans 1’cau est aussi liée a I'utilisation du glycérol comme
plastifiant. Ce plastifiant augmente la solubilité du film et l'affinité a I'eau en diminuant les
interactions entre les chaines des biopolymeéres en faveur des interactions polymeére-plastifiant
(Dick et al., 2015; Turhan et al., 2004; Yang et Paulson, 2000).

IV.2.5.L"angle de contact

L'hydrophobie de surface des biofilms peut étre évaluée en mesurant I’angle de contact
entre l'eau et la face supérieure des films plastifies (Figure 14). L'hydrophobie superficielle
augmente avec l'augmentation de I'angle de contact (Jouki et al., 2013).

Selon les résultats du Tableau 06, 1’angle de contact des biofilm s’accroit en présence de

probiotiquequ’en son absence (42.91°+0.45 par rapport a 20.27°+0.14).
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Le type de mucilage influence 1’angle de contact avec 1’eau, et dés lors, I’hydrophobicité
de la surface des films formés (Davachi et al., 2021).0r, les changements d'angle de contact sont
fonction de I'nétérogénéité de surface, de la cristallinité du polymeére, de I'énergie de surface et
de la nature chimique et de la rugosité des surfaces du polymeére(Balali et al., 2018 ;Aval et al.,
2020).

L'ajout de Lactobacillus rhamnosus augmente I'angle de contact, ce qui pourrait étre di a
l'augmentation de la rugosité de la surface causée par la présence de ce probiotique(Davachi et
al., 2021).

IV.2.6.Perméabilité a la vapeur d'eau (WVP) du film

L'une des propriétés les plus cruciales des films comestibles est la perméabilité a la
vapeur d'eau (WVP). Cette qualité est affectée par l'intégrité et I'épaisseur des films, a c6té du
comportement de surface tel que I'nydrophobicité, ainsi que le degré de cristallinite (Kanmani et
al., 2013). Pour maintenir la qualité des aliments, la réduction du transfert d’humidité entre le
milieu environnant et la nourriture est essentielle. WVP doit étre maintenu aussi bas que
possible(Davoodi et al. 2020).

Nos résultats de WVP étaient 3.55x1071%+0.7x10*(g-m *-s~-Pa™*) pour le film témoin et
1.88x1010+0.1x10 (g-m s *-Pa!) pour le film probiotique. La perméabilité de nos biofilms
est supérieure a celle des biofilms élaborés par Gonzalez et al. (2019), pour lesquels ces
chercheurs ont affiché une marge de1.63x101ta 8.40x10° ! (gom™*-s 1-Pa’?).

L’addition de Lactobacillus rhamnosusadiminué légérement la WVP, ce qui améliore
forcément I’effet de barriére du film. En plus, les films les plus minces ont la WVP la plus haute,
ce qui est le cas pour nos films probiotiques (Davachi et al., 2021).

La réduction de la WVP des films incluant les bactéries probiotiques est attribué
possiblementaux petits groupes de bactéries qui perturbent la matrice constitutive du film, créant
ainsi un chemin compliqué a la molécule d'eau pour traverser la barriere polymeérique(Orozco-
Parra et al., 2020).

IV.2.7.Taux de transmission de la lumiere et transparence du film.

Les films a transmittance réduite peuvent protéger efficacement les produits alimentaires
contre les réactions chimiques indésirables, en particulier la dégradation oxydative induite par les
UV qui entraine une décoloration, une perte de nutriments et des saveurs désagréables (Davoodi
et al.,2020 ;Soukoulis et al.,2014). Par conséquent, les propriétés optiques appropriées
n’affectent non seulement les préférences des consommateurs, mais elles maintiennent

également la qualité des produits(Davoodi et al.,2020;Soukoulis et al.,2014).
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D’aprées nos résultats (Tableau 4), la transparence des filmsqui est I'inverse de I’opacité,
était supérieure pour le biofilm témoin (21.48+0.2%) que le biofilm probiotique (18.28+0.02%).
Ceci est aussi remarqué par Davachi et al.(2021), avec le décroissement de la transmittance
maximale de 14.44 + 0.56% pour le témoin a 9.08 + 0.27% pour le film ajouté de Lactobacillus
rhamnosus. La taille micrométrique des bactéries probiotiques peut facilement disperser la
lumiére traversant le film, augmentant ainsi son opacité (Orozco-Parra et al., 2020).

L’opacité des films comestibles est dépendante de 1’épaisseur, lacristallinité et la taille
moyenne des cristaux,laconformation structurelle,lacompatibilité des ingrédients et du type et de
la concentration du plastifiant(Soukoulis et al.,2014 ;Fakhouri et al.,2013).

IV.2.8.Viabilité des probiotiques lors du séchage du film

Les films et revétements comestibles ont éte introduits recemment en tant que supports
efficaces pour la délivrance de plusieurs composes bioactifs, par ex. vitamines, antioxydants et
probiotiques dans les systemes alimentaires (Kanmani et Lim, 2013, Lopez de Lacey et al.,
2012).

Selon Rodrigues (2011) et Kanmani et Lim (2013), la viabilité des probiotiques dans les
films comestibles peut étre affectée par la durée,la tempeérature et I’humidité du stockage. La
matrice membranaire et le processus de séchage adopté lors de la formation du film sont
essentiels a la survie des probiotiques (L.i et al.,2020).

Le nombre des bactéries avant le séchage a été aux alentours de 2x10* UFC/ml, pour
passer a 7x10°UFC/ml aprés séchage ; une diminution correspondante a 96.5%. Li et al. (2020)
ont aussi noté une diminution dans les charges probiotiques de leurs films aprés séchage.

On peut proposer un effet destructif du séchage sur L. rhamnosus. En plus, la concentration
bactérienne initiale prévu a 10°UFC/mL s’était passée a 10* UFC/mL dans la solution filmogéne,
suggérant probablement le survient d’un probléme lors de la réactivation ou I’inoculation.

Or, les films glucidiques sont des mauvais protecteurs des probiotiques selon Soukoulis et
al. (2016), qui ont constaté que L. rhamnosus est mieux protégée par les films a base de
protéines que par ceux a base de polysaccharides. Ces auteurs ont proposé ainsi que la capacité
des probiotiques a s’adhérer aux biomatériaux et a s'adapter aux milieux secs peut influencer leur

stabilité dans la structure du film et leur survie lors d'un stress physico-chimigue.
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Solution mére Dilution 107
Avant le séchage

Solution mére Dilution 107
Apres le séchage

Figure 15.Dénombrement de L. rhamnosusavant et aprées le séchage du film

IVV.3. Capacité antioxydante

Les radicaux hydroxyles réagissent avec les cellules ou les biomolécules, provoquant de
graves dommages oxydatifs et réduisant la qualité des aliments (Min et al., 2019).Par
conséquent, la fonction antioxydante du film d'emballage alimentaire est trés importante(Li et
al.,2020).

L’activité antioxydante du film probiotiquea été égale a10.46+0.02%, comparativement a
9.154+0.03%du film témoin. Pour les films de Li et al. (2020),l'activité antioxydante du film
composite a été significativement améliorée (p < 0,05) aprés l'ajout de probiotiques ; elle passe
de 3.65+1.03% a48.12 + 1.11 %.

La capacite antioxydante accrue des films probiotique sa été principalement attribuée a la
production bactérienne des exopolysaccharides « EPS »a forte capacité de piégeage des radicaux

hydroxyles par les bactéries lactiques (Min et al., 2019). De plus, I'EPS peut améliorer l'activité
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du systeme enzymatique antioxydant intracellulaire, inhiber la peroxydation lipidique, maintenir
I'intégrité cellulaire et faciliter I’élimination des radicaux libres (Li et al.,2020).

L'activité antioxydante peut étre la résultante d’une variété de mécanismes, y compris la
réaction directe avec les radicaux libres en agissant comme donneur d'électrons, la chélation des
catalyseurs d'ions ferreux de transition et I'absorption directe des radicaux libres d'oxygene(L.i et
al., 2020).

Tableau7.La viabilité bactérienne avant et aprés séchage et ’activité antioxydante des films

avec ou sans L. rhamnosus

Film
Parameétre Témoin Probiotique
Avant séchage Apres séchage
Charge bactérienne 4 2
(UFC/mL) / 2x10 7%x10
Viabilité (%) / 3.5
Activite 9.15+ 0.03 10.46+ 0.02

antionxydante(%o)

IV.4.La biodégradabilité des films

La biodégradabilit¢ des biomatériaux peut étre affectée par les conditions
météorologiques, la teneur en humidité, le type de micro-organismes dans le sol et les
caractéristiques du biofilm (telles que I'humidité, la densité et la présence de substances
bioactives végétales)(Nguyen et al., 2016).

Selon la figure 16, la perte de poids du film probiotiqueatteignait72.72+ 0.05% au
9°Mejour, ce qui représente un taux plus élevé quele témoin (29.41 + 0.06 %)ou les films notés
parLi et al. (2020)(41.14 + 4.01 %).Cette perte de poids du film composite mucilage/LBG
contenant L. rhamnosus augmente parallelement au temps de dégradation, et se termine par une
chute massive dés le 6°jour. Le film probiotique formulé dans cette étude est écologiquement
inoffensif et se biodégrade d’une maniere trés facile et assez rapide.

Selon Ferreira et al. (2020),la dégradation de certains polysaccharides dans le sol se
divise en deux étapes. La premiére étape est une simple hydrolyse et une dégradation partielle.
Dans la deuxiéme étape, les enzymes microbiennes dégradent les composés et produisent des
fragments de mélanges de polymeéres au niveau de la surface, permettant aux micro-organismes
du sol d'absorber ces fragments. La simultanéité des deux étapes est proposée pour expliquer la

diminution brusque du poids des films & partir du 6°™ jour.
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Figure 16. La courbe de biodégradabilité du film avecet sans probiotique
IV.5. Application des solutions filmogénes comme enrobage des pommes
IV.5.1. Effet de I’enrobage sur le poids et le pH des pommes

IV.5.1.1. Perte de poids

Les résultats de la figure 17confirment que les pommes trempées par les solutions
filmogénes, témoin et avec probiotique,ont perdu moins de poids que les pommes trempées dans
I’eau distillée (7.44+0.04 et 6.63+£0.04 g contre 4.45+0.03g).La solution témoin était la plus
efficace, suivie de solution probiotique. Rodrigues et al. (2018)ont aussi remarqué que les fruits
et légumes revétus perdent moins de poids que les non revétus (4.09%), mais pour ces auteurs,
les films probiotiques protegent les produits végétaux davantage (2.71% contre 2.77%).

Chez les legumes et fruits, la perte de poids lors du stockage se produit par la perte de
matiére seche résultant de la respiration et par la perte d'eau due a la transpiration (Rodrigues et

al., 2018).

La solution de revétement forme une couche semi-perméable qui a permis le passage des
gaz spécifiques et créé une condition atmosphérique modifiée, d’ou une perte d'humidité allégée
au cours du stockage (Stecher et al., 2020).Le biopolymere peut créer une barriere semi-
permeéable contre I'humidité, I'Oz et le CO., limitant ainsi la perte de poids, 'oxydation et le taux

de respiration des aliments emballés (Ali et al., 2014).
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Figure 17.Histogramme représentant la baisse du poids des pommes enrobées par les 03

solutions aprés 10jours de stockage a 5°C.

Figure 18. Enrobage des pommes dans les solutions filmogenes et I’eau distillé
IV.5.1.2. pH

L’évolution du pH des pommes avec et sans enrobage probiotique durant les 10 jours de

conservation a 5°C est donnée dans le tableau 8 :
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Tableau 8 .Valeurs de pH des morceaux de pommes avant et aprées 10 jours de stockage a 5°C.

. Revétement sans Revétement avec
Témoin . .
probiotique probiotique
Avant Apres Avant Apres Avant Apres
PH 5.59+0.13  4.4+0.07 5.74+0.09 3.08+0.01 6.62+0.05 2.9+0.07
Différence 1.19 2.66 3.72
(OE??X) 104021 94014  11#0.21  10+021 94015  10+0.23

Nos résultats révelent que le pH initial des pommes a connu une baisse substantielle
apres 10 jours de stockage a 5°C. De méme, le pH initial des pommes enrobées par la solution
probiotique (pH=6.62) était plus haut que les pommes trempées dans le témoin sans probiotiques
ou I’eau distillée qui étaient presque identiques (pH=5.74 et pH= 5.59).

Le pH final le plus bas a été donne par la solution probiotique pH=2.9vis-a-vis les
solutions témoin pH= 3.08ou I’eau distillée pH= 4.4 .Selon Kakiomenou et al. (1996),ce
comportement est expliqué par la présence de micro-organismes qui peuvent contribuer a la
diminution des valeurs de pH. Les bactéries lactiques sont reconnues par leur faculté de
production d'acide lactique et acétique qui réduisent le pH environnemental (Campos et al.,
2010).

Dapres les résultats de Cortez-Vega et al. (2014), on peut observer qu'il y a eu une
diminution du pH des fruits pendant le stockage. Cette diminution peut étre associée a la
production d'acides organiques tels que les acides malique et citrique pendant le stockage en
raison de réactions biochimiques(Cortez-Vega et al., 2014).

En contre partie, Rodrigues et al. (2018) n’ont observé aucune variation significative
entre les enrobages de mucilage avec ou sans Lacotabiclluscasei, en ce qui concerne le pH des
morceaux de fruit de yacon entreposés a 5°C/15jours .Nous expliquons cette contradiction avec
nos résultats par le fait que 1’augmentation ou la diminution du pH est une fonction du type de
Iégumes (Adetunji et al., 2013).

IV.5.2.Solides solubles totaux (°Brix)

En observant le tableau 8, le TTS augmente exceptionnellement dans les pommes
enrobées de solution probiotique de 9 + 0.14 a 10 °Brix.L’augmentation des solides solubles
dans les fruits enrobés de probiotiques est aussi signalée par Rodrigues et al.(2018)avec un
passage de 6.33 °Brix a6.60°Brix a la fin du stockage. Le TSS des fruits revétus par le témoin et
I’eau distillée diminue successivement de 11 et 10 a 10 et 9°Brix.

L’augmentation du TSS a été attribuée a la poursuite du métabolisme pendant le stockage

en convertissant I'amidon et l'acide en sucre, tandis que la diminution du TSS apreés le stockage
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est le résultat de l'utilisation des sucres dans les processus métaboliques et de dégradation
(Plesoianu et al.,2022).

Dans ce contexte, on propose que les films probiotiques ralentissent [l'activité
physiologique des tranches de pommes et préservent les métabolites synthétisés. Olivas et
Barbosa-Cénovas (2005) ont souligné que, par rapport a leur forme naturelle, les tranches
fraiches des fruits ont un besoin physiologique accru pour satisfaire I’intensification des
processus respiratoires et de transpiration.

IV.5.3. Analyse sensorielle des pommes enrobes

Le non arrét de l'activité physiologique pendant le stockage favorise la dégradation des
composés, le détriment de I'apparence et la perte de la qualité du produit, provoquant alors son
rejet par les consommateurs (Rodrigues et al., 2018).

La figure 20 montre le radar d'analyse sensorielle des tranches de pommes enrobés ou
non enrobés apreés 5 et 10 jours de stockage a 5°C. Il est facile de constater des différences dans
les caracteristiques organoleptiques des tranches enrobées et non enrobées.

Les jurys préferent globalement les pommes enrobés par la solution témoin suivie par les
fruits de la solution probiotique. Les résultats des pommes enrobées étaient contrastés ; les deux
solutions filmogenes ont donne des résultats presque similaires aprés 5 jours de stockage dans la
protection de I’odeur et de la texture (4=bonne),dans un temps ou le témoin maintenait la couleur
et ’aspect au top de 1’échelle d’évaluation (5=excellent). Les fruits revétus par 1’eau distillée ont
connu une chute vers la note de (3=limite de commercialisation) pour la plus part des caracteres
apres cette méme peériode.

Quoi que, aprés 10 jours de stockage, les enrobages ; témoin et probiotique, préservent
moyennement la couleur et aspect des pommes (3= a la limite de commercialisation), bien que la
texture des pommes est plus protégée par le probiotique (4=bonne) contrairement au témoin
(2=limite d'utilisation).Quant & I’odeur, ’enrobage probiotique 1’a mieux réservé (3) comparé au
témoin (2).Les fruits non revétus prenaient la derniére position au classement, avec une tres

mauvaise appréciation (1=non comestibles) (voir la figure 21).
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Figure 20. Radar représentant 1’évaluation des qualités sensorielles des pommes non enrobées,
enrobéessans probitiques et enrobées avec probitiques apres A) 5 jours et B) 10 jours de stockage

a5°C.
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Figure 21.Les pommes enrobées en eau distillée (E.D), en témoin sans probiotique (S.T) et en
enrobage probiotique (S.P)apres a) 0 jour,b) 5 jours et ¢) 10joursde stockage a 5°C.
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Conclusion

La demande accentuée des consommateurs pour des produits alimentaires respectueux de
I'environnement, durables et exempts d’additifs chimiques a conduit a la création et le
développement d'emballages comestibles. La quéte perpétuelle des films et revétements a qualité
de plus en plus améliorée en termes d’effet de barriere, de préservation des attributs
organoleptiques naturels, ainsi que la tendance moderne d’intégration de 1’action nutraceutique
aux aliments, mais toujours a bas prix, suscite d’élargir I’étendue des ingrédients testés a cette

finalité vers des molécules biologiques largement disponibles mais toujours non valorisées.

Ce travail a été effectué pour répondre a cette exigence contemporaine par le biais de
conception, de caractérisation et d’application d’un film biologique probiotique a base de
mucilage des cladodes d’Opuntia et de la gomme des graines de caroube, issus tous les deux de
plantes autochtones.

Les rendements d'extraction des deux polymeres dépendaient fortement de leur nature et
de la spécification de chaque plante. Les films probiotique étaient plus épais, contenant plus
d’cau et alors plus hydrosolubles, mais paradoxalement avec une surface plus hydrophobe. En
plus, ces films probiotiques avaient plus d’opacité et moins de perméabilité a la vapeur d’eau, et

sont alors plus aptes a emballer les aliments.

D’un autre coté, et malgré le manque de viabilité du probiotique utilisé ; L. rhamnosus,
apres le processus de séchage, ces microorganismes améliorent I’activité antioxydante et la

biodégradabilité des films dans le sol.

A propos de leur application comme solutions d’enrobage sur des tranches de pommes
conservées a 5°C/10 jours, les films probitiques étaient moins efficaces que le film témoin pour
éviter la perte de poids et conduisent vers un pH final plus acide, mais augmente exclusivement
le taux des solides solubles. Ces films devancent les films témoins dans la protection des

caractéres sensoriels des pommes, en particulier, la texture, la couleur et 1’aspect.

L’innovation des biofilms synbiotique; pro/prébiotique a plusieurs bactéries bénéfiques,
et qui gardent toujours les propriétés fonctionnelles et mécaniques trouvées obligatoirement dans

les emballages est la perspective majeure a suivre prochainement.
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Composition des milieux de cultures :

Annexe

Milieu Les réactifs Quantité
Peptone 109
Extrait de viande 89
Extrait de levure 49
Glucose 209
7 - - p 5
MRS Acétate de sodium trihydraté i 9
i ' i g
(Man, Rogosa et Citrate d'ammonium
Shape) Tween 800 ml
Hydrogénophosphate de potassium 29
Sulfate de magnesium heptahydraté 029
Sulfate de manganese tétrahydraté 0059
Agar 109
8.0¢g/L
NaCl
PBS « phosphate 0.2¢g/L
X KCI
buffered saline » 1.42 gL
NaHPO4
Chlorure de baryum 0.05 ml
0,
Mcfarland (196) Acide sulfurique 9.95 ml
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