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Introduction

Introduction

Les boissons occupent une place importante dans la vie quotidienne de I'Homme. Elles
contiennent des éléments nutritifs et autres éléments nécessaires a I'organisme tels que les
acides, les sucres, les vitamines les antioxydants... Elles sont fabriquées généralement de
facon industrielle mais aussi de facon artisanale (Konan, 2016). Elles comprennent les jus de

fruits et les boissons non alcoolisées puis les boissons alcoolisées.

Le marché des boissons est en pleine évolution suite a I’augmentation de nombre
d’acteurs privés, di notamment a la diversification des produits mis sur le marché. Cela a
mené les chercheurs a développer de nouvelles formules de boissons basées sur les mélanges
de fruits et de légumes qui seront satisfaisantes sur le plan organoleptique nutritionnel et

économique (Iberraken, 2016).

La roselle est bien connue et appréciée pour son calice comestible qui peut étre utilisé
dans de nombreuses maniéres, y compris les boissons (Islam, 2019), dont «East Africa
Roselle Company» (EARC) produit du jus et thé a base d'Hibiscus qui sont couramment
produites pour les habitants de nombreux pays dont I'Egypte, le Soudan, le Nigeria, le
Mexique, les Antilles, le Sénégal, le Bénin, la Cote d'lvoire, Burkina Faso, Tanzanie et
Kenya. (Osei-Kwarteng et al., 2021).

L’Hibiscus sabdariffa fait partie de la liste des plantes précieuses qui ont attiré
I'attention immédiate face a plusieurs bienfaits pour la santé signalés aux consommateurs
(Tuan Azlan et al., 2020) car elle contient de nombreux éléments nutritionnels et des
propriétés thérapeutiques dans la plupart de ses parties. Elle est consommée dans la plupart
des régions du monde comme boisson froide ou chaude, ses extraits sont également utilisés en
médecine populaire pour traiter de nombreuses maladies, telles que I'nypertension artérielle,

les maladies du foie et la fievre (Musa et al., 2021).

Le jus de bissap s'est avéré avoir le potentiel d'un excellent transporteur dans le
développement de boissons fonctionnelles avec de l'acide gibbérellique agissant comme
source prébiotique. Les produits alimentaires de la Roselle sont classés comme aliments

fonctionnels, apportant ainsi aux consommateurs des bénéfices sur la santé requis en misant
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sur l'apport important de leurs composés phytochimiques (Cid-Ortega et Guerrero-
Beltran, 2015).

Notre travail de fin d’étude consiste & un essai de fabrication de nouvelles formules de
boissons qui n’est pas connu ni commercialisé en Algérie, élaborée a partir des calices de la
plante H. sabdariffa appelée couramment Karkadé, avec des différents ardbmes naturels
(citron-menthe et fraise) au niveau de ’'unité IFRUIT de sarl « IFRI ». Ce travail vise aussi
le suivi de la qualité microbiologique et physico-chimique (pH, degré Brix et 1’acidité titrable)

et la stabilité du produit fini.

Notre travail est divisé en deux parties dont la premiére consiste a rapporter, décrire
des généralités sur la plante H. sabdariffa et le jus de bissap (classification, origine,
compositions, intéréts...). La deuxiéme partie expérimentale dont on cite le matériel et les
méthodes utilisées pour réaliser des analyses physicochimique et microbiologique des

matiéres premiéres et le produit fini. Enfin interprétation et discussion des résultats obtenus.
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Généralités sur la plante Hibiscus sabdariffa

I. Généralités sur la plante Hibiscus sabdariffa

1.1 Origine et historique

L'oseille de Guinée est originaire d’Inde ou d’Afrique notamment au Soudan d’abord
ou il aurait été domestiquée il y’a 6000 ans. Puis, elle atteint le nouveau monde au XVIléme
siecle, emporté par les esclaves. Elle est le fruit d'un hibiscus buissonnant de 2 a 3 m de
hauteur, aux tiges pourpres. Sa premiére apparition en Europe datte de 1576 (Bahaeldeen et
al., 2012). La culture a été signalée en Asie depuis le début du XXe siecle ou la sélection pour
la production des fibres a lieu (Inde, Sri Lanka, Thailande, Malaisie et Java). La roselle est
présente dans toutes les régions tropicales. En Afrique tropicale, elle est connue en particulier

dans les zones de savane d'Afrique Occidentale et Centrale (Ahabar, 2012).

1.2 Classification

Le genre Hibiscus comporte environ 300 especes, répartis dans la région tropical et
subtropical dans le monde dont l'espece sabdariffa qui a deux variétés: H. sabdariffa var
sabdariffa et H. sabdariffa var altissima (Priyanka et Dhanavel, 2020). Le tableau | présente

la classification taxonomique de la plante H. sabdariffa.

Tableau I: Classification taxonomique d’H. sabdariffa (Priyanka et Dhanavel, 2020).

Régne Plantae
Sous-Régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsita
Ordre Malvales
Famille Malvaceae
Genre Hibiscus
Espéce Hibiscus sabdariffa L.
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1.3 Définition de la plante

L'oseille de Guinée (H. sabdariffa) est une plante utilisée pour fabriquer une boisson
rouge acidulée (Jade, 2013). Elle est tres répandue en Afrique. Sa zone pluviométrique de
prédilection est celle variant de 300 a 1000 mm par an. Elle est connue sous différents nom tels
que Bissap, Dabléni, Karkadé... C'est une plante annuelle cultivée a la dérobée ou en association
avec des cultures de céreales telles que mil, sorgho, fonio. La tige qui se ramifie abondamment
présente une couleur rose foncée chez la variété a calice rouge. La figure 01 présente la plante de
karkade.

Figure 01: Plante de karkadé (Goule et al., 2012).

1.3.1 Types de bissap
Il existe deux types de bissap selon la couleur (Figure 02) (Goule et al., 2012):
« Un type blanc (ou vert): cultivé pour les calices et les feuilles utilisées pour la
préparation des sauces.

% Un type rouge: est le plus apprécié pour les infusions, jus, confitures, gelées,...

Figure 02: Types de bissap (Goule et al., 2012).
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1.3.2 Appellations

H. sabdariffa est connu sous difféerentes appellations: oseille de Guinée, bissap au Sénégal,
karkadé en Afrique du Nord, roselle, Sorrel ou Sour tea en anglais, ngai-ngai en Afrique
centrale, groseille de Noél aux Antilles et flores de Jamaica en Amérique centrale (Cissé et
al., 2009).
1.4 Description de la plante

H. sabdariffa est une plante herbacée qui peut atteindre un a deux meétres de hauteur
(Figure 03). Elle est caractérisée par des jeunes tiges a croissance parfois en baionnette. Les
feuilles sont alternées, pseudo-opposées et stipulées. Les graines sont ovoides et de teinte
brune. A maturité, le fruit s'ouvre pour laisser apparaitre les graines. Les fruits sont roses a la
périphérie, devenant jaunes a l'intérieur pour finir avec un cceur pourpre bordeaux. Ils sont

ronds, contiennent quelques graines et sont entourés par le calice persistant (Endrias, 2006).

Tige

Calice

Fleur
Fruit

Feuille

Figure 03: Différentes parties d'une plante adulte de roselle (Kone, 2014).

1.5 Ecologie

H. sabdariffa se développe bien sous les climats tropicaux humides (Endrias, 2006).
Les graines d'H. sabdariffa ont besoin d'une température minimale de 10 °C pour germer mais
la température optimale pour le développement de la plante se situe entre 20 et 35 °C, avec
des précipitations mensuelles de 130 a 250 mm pendant les trois a quatre premiers mois de
croissance (Bahaeldeen et al., 2012). Le pH optimum du sol, pour son bon développement, se
situe entre 5 et 6 (Cissé et al., 2009). Les meilleurs sols pour l'oseille de Guinée sont les sols
sablonneux ou de type terreux (Endrias, 2006). Il est essentiellement cultivé sur des terrains
plats (Cisse et al., 2009). Une pluie ou de fortes humidités a la récolte et au séchage peuvent
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dégrader la qualité des calices et réduire par conséquent le rendement (Bahaeldeen et al.,
2012).

1.6 Composition de la plante au niveau des calices

Les calices de H. sabdariffa constituent la partie la plus importante de la plante du
point de vue économique. lls contiennent des protéines, des vitamines, des polyphénols, des
pectines, du carotene, des fibres, des minéraux, des anthocyanes (Cisse et al., 2008) (Tableau
I, Annexe 02). La présence de tous ces éléments explique l'utilisation de I'Hibiscus dans
divers domaines (Endrias, 2006). Ces calices contiendraient également des mucilages et des
pectines ainsi que tous les acides aminés essentiels tels que 1’Aspartate, Leucine, Lysine,
Proline et Glutamine. Le colorant extrait des calices séchés d'H. sabdariffa contient différents
anthocyanes dont les quantités sont relativement élevées: 1,5 g d'anthocyanes pour 100 g de
calices séchés. Les principaux anthocyanes sont: la delphinidine-3-sambubioside et la
cyanidine-3-sambubioside (Marciel et al., 2018). La relation entre I'activité antioxydante et
I'anthocyanine dans des pétales d'H. sabdariffa a été étudiée a Taiwan. Le résultat démontre
que le taux d’anthocyanine est élevé dans les pétales d'Hibiscus lesquelles sont donc,

potentiellement, de bonnes sources d'antioxydants (Endrias, 2006).

1.7 Intéréts nutritionnels
Les calices, du fait de leurs concentrations élevées en acides, en vitamine C et surtout
en anthocyanes, constituent la partie de la plante la plus valorisée. lls sont surtout utilisés pour
la production de boissons désaltérantes et tonifiantes sans alcool. lls sont aussi utilisés dans la
préparation de confitures, de marmelades et d’infusions (Cissé et al., 2008). Les extraits de
calices, sous forme de concentré ou de poudre séchée, sont utilisés comme colorant naturel
dans les industries alimentaires (patisserie, jus de fruits, boissons,...) ou pharmaceutique
(Cisse et al., 2009). Dans ces deux secteurs ou I’on cherche des colorants naturels au profit
des produits de synthése, les atouts du bissap sont assez nombreux par apport a la betterave
qui donne un colorant rouge foncé, au raisin dont le taux de colorant est faible, a la cochenille,
bon colorant mais trés cher (Gueye, 2005).
1.8 Intéréts économiques
Les premiers marchés d’importation des calices d’H. sabdariffa sont les Etats Unis et
I’Allemagne. L’Angleterre n’est pas un importateur régulier du produit car la tisane en
provenance de I’ Allemagne satisfait une grande partie de la demande. Les principaux clients

d’importateurs sont les fabricants de tisanes car le calice et la capsule séchés entrent dans la

6
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fabrication de la plupart des tisanes en méme temps que 1’écorce d’ananas, d’orange et jus de
citron. La chine est le producteur dominant de fleurs séchées d’H. sabdariffa sur le marché.
Elle est suivie du Soudan avec 20000 a 30000 tonnes avec une qualité trés appréciée. La
Thailande et le Mexique sont des producteurs moyens; la Thailande a fait de gros efforts en
termes de qualité au cours des premieres années. Le Sénégal, I’Egypte, la Tanzanie, le Mali et
la Jamaique sont de petits producteurs avec une production allant de 1500 a 3000 tonnes selon
les pays (Thiam-Donde, 2013). Selon la FAO (2004), c'est I'une des plantes avec le plus
grand volume de produits botaniques spécialises. Les pieces utiles comprennent les feuilles,
calices, tiges et graines. Cependant, le calice est la partie de la plante Roselle qui a une valeur

économique élevée. (Gomaa et Rashed, 2016).
1.9 Principales utilisations

L’espéce H. sabdariffa est utilisée dans 1’alimentation humaine et dans I’industrie
agroalimentaire. La plante est exploitée pour ses calices, feuilles et graines (Cissé et al.,

2008). Le tableau Il présente les différentes utilisations alimentaires d’H. sabdariffa.

Tableau I1: Différentes utilisations alimentaires d’H. sabdariffa (Cissé et al., 2008).

Différentes utilisations

Alimentation Médecine Industrie
Interne Externe
Fabrication de Antiseptique Traitement de Colorant
glaces, de gelée urinaire, emploi | furoncles, abces,
confitures, diurétique, lutte | dermatoses,
préparation des contre bronchite, | prurigineuses et

boissons (bissap) et | stomatique et/ ou | hémorroide.
ifusions, ingrédients | angine.
dans la cuisine
(sauces), vin et
vinaigre.

Calices

Feuilles | Sauces aigres,
légumes feuilles.

Transformation en
condiments,
(Soumbala),
Graines | production de farine,
production d’huile.
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I1. Généralités sur le jus de bissap
11.1 Définition

Il s’agit d’une boisson acidulée de couleur rouge (Jade, 2013). C’est aussi une boisson
trés populaire en Egypte et au Soudan. On peut utiliser les fleurs en infusion en mettant

simplement quelques-unes dans de 1’eau trés chaude. On y ajoute parfois des feuilles de
menthe (Adjoba, 2016).
11.2 Fabrication de jus de bissap

Ces boissons sont toutes ¢laborées a partir d’un extrait aqueux obtenu apres trempage
des calices dans I’eau chaude ou a température ambiante. Apres filtration, du sucre est ajouté,
en chauffant selon les types de produits, pour la confection de la boisson finale. (Thiam-
Donde, 2013). Les figures 04 et 05 présentent les deux procédés de fabrication de jus de

bissap industriel et traditionnel.
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4 Kg de calices
L 4

[ Trempage des calices pendant 2 heures ]

L 4

[ Séparation manuelle des calices par les opérateurs J

L 4

Premiére filtration avec filtre domestique (tamis en
plastique)

2 3

[ Décantation pendant 15 min ]

4

[ Opération de transvasement de I’extrait d’une bassine a une autre }

L 4

Brix = 2°[ Deuxiéme opération de filtration avec un tamis métallique recouvert de }

coton

10,8 Kg de Pasteurisation de la boisson de
sucre bissap
Brix = 14°
[ Récupération du produit pasteurisé dans des vases ]

|

[ Refroidissement du produit jusqu’a 70°C ]

Conditionnement dans des bouteilles en plastiques a I’aide d’un entonnoir et des
pots

1

[ Refroidissement des bouteilles dans des bassins remplies d’eau ]

Figure 04: Diagramme de fabrication de boissons industrielles de bissap (Thiam-Donde,
2013).
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[ 4Kg de calices }

U

[ Trempage des calices }

T°C
ambiant

Filtration avec un filtre Filtration avec un filtre
domestique (tamis en domestique (tamis en
plastique) plastique)
Alout des ingrédients Ajout des ingrédients
(sucre)
(sucre)
Récupération dans des Récupération dans des
bouteilles recyclées bouteilles recyclées
Jus traditionnels Jus traditionnels bouillis
ambiants

Figure 05: Diagramme de fabrication de boissons traditionnelles de bissap (Thiam-Donde,
2013).
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11.3 Intéréts thérapeutiques de bissap

Le bissap est souvent utilisée dans la médecine traditionnelle étant riche en composes
phytochimiques comme les polyphénols, en particulier les anthocyanes, les polysaccharides et
les acides organiques, c’est ce qui justifie d’ailleurs sa forte consommation en Afrique et son
utilisation dans la pharmacopee traditionnelle sous diverses formes, ayant ainsi un potentiel
énorme dans les utilisations thérapeutiques modernes (Mariod et al., 2021).

% Activité anti-hypertensive
Des extraits de differentes parties de la Roselle ont montré leur efficacité pour
abaisser la tension artérielle chez les humains hypertendus (Inuwa et al., 2012), et donc sert
comme un agent hypotenseur et de premiére ligne de défense contre un niveau accru
d’hypertension (Walton et al., 2016). Parmi les médicaments a base des calices d’H.
sabdariffa on trouve HYPOTISANE® qui est utilisée comme diurétique dans la prise en
charge de I’hypertension artérielle (Sidibe, 2021).
% Activité anti-inflammatoire
L’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait de feuilles de Roselle a été évaluée
contre les cellules macrophages murines en mesurant I’inhibition du protoxyde d’azote
synthétisé (Zhen et al., 2016), et en utilisant un extrait méthanolique de ses fleurs montre une
propriété de stabilisation de la membrane cellulaire (Garbi et al., 2017). Les anthocyanes
obtenus a partir de calices principalement la delphinidine-3-sambubioside et la delphinidine,
sont efficaces pour supprimer I'expression des mediateurs de I'oxyde nitrique qui sont
synthétisés par les macrophages au cours d’une inflammation chronique (Sogo et al., 2015).
% Activité anti-obésité

Des études antérieures mettent en évidence l'utilisation de flavonoides et de phénols
dans le traitement de I'obésité, par exemple, les anthocyanes de Roselle sont de puissants
agents thérapeutiques contre 1’obésité (Ali et al., 2005; Sayago-Ayerdi, 2007). La
consommation d'extrait de Roselle peut réduire le poids corporel, I'accumulation de lipides et
le métabolisme du cholestérol total dont I’inhibition de la lipase pancréatique, ce qui réduira
par conséquent 1’absorption des lipides dans 1’intestin (Ojulari et al., 2019).

s Activité antidiabétique

L'extrait de Roselle a de nombreuses applications dans la gestion de maladies telles
que le diabete. En outre, ses applications thérapeutiques en tant qu'agent anti-inflammatoire,
antihyperlipidémique et antihypertenseur sont également bien documentées. Cependant, les

études d'efficacité de cette plante contre le diabéte sont relativement peu nombreuses par

11


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_bookmark640
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#_bookmark628

Généralités sur le jus de bissap

rapport a ses autres applications, c'est-a-dire anti-hypertensive ou anti-hyperlipidémie (Bule
et al., 2020). Une étude récente a rapporté que cet extrait aidait a la régénération des cellules
béta pancréatiques (Adeyemi et Adewole, 2019). Notamment, les extraits aqueux riche en
flavonoides de calices ont un effet antidiabétique contre le diabete de type 1 dont le traitement
avec ceux-ci augmentait exceptionnellement la densité des cellules béta (Ndarubu et al.,
2019), et aussi efficace pour traiter le diabéte de type I, pour abaisser le taux de cholestérol
sérique et aider a la régulation de la glycemie (Singh et al., 2017).
¢+ Activité cardioprotectrice
Les battements cardiaques arythmiques et d'autres facteurs de risque associés tels que
I'athérosclérose peuvent étre traités avec I'extrait de Roselle qui est bénéfique pour prévenir
les dommages oxydatifs des tissus cardiaques (Lim et al., 2016). L'infusion aqueuse de
calices contient des anthocyanes, des acides phénoliques et d'autres composés bioactifs
responsables de laréduction de la tension artérielle et de la fonction cardioprotectrice
(Obouayeba et al.,, 2015). L'hyperlipidémie dont 1’amélioration du bilan lipidique
(diminution des triglycérides, du cholestérol total et LDL, augmentation du HDL cholestérol)
(Hopkins et al., 2013).
s Traitement de I'anémie
La Roselle est riche en acide ascorbique et le fer qui est l'une des espéces les plus
citées contre l'anémie. L'absorption du fer non hémique chez les patients anémiques est
accélérée par I'acide ascorbique, ce qui explique son rdle potentiel, comme antianémique en
médecine traditionnelle (Peter et al., 2014). L'effet de I'extrait de ses fleurs a été étudié chez
des femmes enceintes souffrant d'anémie prenant des suppléments de fer. Les résultats ont
révélés que I'administration d'extrait accompagné de comprimés de fer augmentait
significativement les taux d'hémoglobine, probablement en raison de l'acide ascorbique plus
élevé présent dans Roselle (Soejoenoes et al., 2017).
 Activité de prévention du cancer
En ce qui concerne sa propriété antioxydante, les extraits de roselle sont
recommandés tout en prenant une chimiothérapie pour les patients atteints de cancer, ainsi
que pour lutter contre le cancer comme une maladie (Da-Costa-Rocha et al., 2014).
Ces anthocyanes comme la delphinidine-3-sambubioside favorisent I’apoptose contre la
leucemie humaine et les cellules musculaires lisses. L'extrait de ses feuilles a été exploré

contre le cancer de la prostate par ’inhibition de la croissante de xénogreffe de la tumeur (Lin
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et al., 2012). Le jus de Roselle a un effet antiprolifératif des cellules cancéreuses sur le col de
I'utérus, de l'ovaire et du sein (Akim et al., 2011).
% Activité antimicrobienne

Les extraits d’H. sabdariffa, y compris les feuilles, calices et graines, possédent les
propriétés et la capacité d’inhiber la croissance des isolats de bactéries a la fois gram-négatif
et gram-positif a partir des échantillons alimentaires, vétérinaires et cliniques (Quansah,
2021). Les extraits aqueux-méthanoliqgue de cette plante ont montrés une activité
antibactérienne sur plusieurs germes dont Staphylococcus aureus, Bacillus stearothermo
philus, Micrococcus luteus, Serratia mascences, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescenc, Clostridium sporogenes (Olaleye et Tolulope,
2007).

Les composés phénoliques (y compris les flavonoides et le cyanure) remplissent une
fonction antimicrobienne, ou le flavonoide avec sa chaine phénolique peut diminuer le niveau
de fer, augmenter le niveau d'hydrogene et enfin neutraliser les enzymes bactériennes
(Alshami et Alharbi, 2014), de plus ces flavonoides auraient également la capacité d'inhiber
la formation de biofilms bactériens car le groupe phénolique de I'extrait peut se lier fortement
aux protéines et aux enzymes microbiens, cette activité empéche les bactéries de produire un
biofilm (Sulistyani et al., 2016). Ce résultat est essentiel, compte tenu du fait
que Staphylococcus epidermidis et certaines bactéries gram-positives et gram-négatives sont
capables de produire des biofilms. Ainsi, I'extrait des calices peut étre appliqués comme
traitement alternatif pour les infections causées par S. epidermidis (Lusida et al., 2017), il
inhibe aussi E. coli 157:H7 isolé a partir des aliments de source vétérinaires, et cliniques avec
une zone d'inhibition plus éleveée pour les sources vétérinaire (Fullerton et al., 2011).

¢+ Autres activites

Certains scientifiques ont atteint I'extréme efficacité de la plante d'Hibiscus comme
hydratant et tonique pour le corps, pour éviter la sensation de soif, elle est utile par temps
chaud et pendant le jeline parce qu'il contient une teneur élevée en vitamine C, elle peut aussi
aider a traiter le rhume, toux et forte fievre. Elle contient des désinfectants pour se débarrasser
des ténias et des Ascaris dans l'intestin. Elle semble étre utile pour éliminer les douleurs

pendant le cycle menstruel (Jabeur et al., 2017).
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I. Objectif d’étude

Notre travail a pour le but de mettre au point la formulation et la fabrication d’une
nouvelle boisson a base d’une plante trés intéressante « Hibiscus sabdariffa » aromatisée
naturellement, au niveau de 'unité « IFRUIT », et la réalisation d’un suivi de la qualité

physicochimique et microbiologique de la matiere premiére jusqu’au produit fini.

I1. Présentation de ’unité de fabrication IFRI « IFRUIT »

L’usine Ifruit est implantée dans la zone industrielle Taharacht a Akbou wilaya de
Béjaia dont sa superficie totale est 20 ha et une surface couverte de 18.600 m2. La SARL
IBRAHIM et FILS « IFRI » est une société a caractére industriel évoluant dans le domaine
agro-alimentaire. Elle se situe a Ighzer Amokrane, Daira d’Ifri Ouzellaguene, dans la Wilaya
de Bejaia. Elle est implantée a I’entrée de la vallée de la Soummam, au contre bas du massif

montagneux du Djurdjura qui constitue son réservoir naturel d’eau.

A Torigine il y avait la limonadiére Ibrahim, fondée en 1986 par monsieur lbrahim
Laid et ayant pour activité la production d’eau gazeuse (limonade) et sirop. Dix ans plus tard,
en 1996, cette société a caractere familial, inaugure son premier atelier d’embouteillage
d’eaux minérales en PET (Poly éthylene téréphtalate). A cette date plus de 7,5 millions de
litres d’eaux minérales sont commercialisés a 1’échelle nationale. En 2011, la production
dépassera les 504 millions de litres dans toute la gamme des produits « Ifri ». En 2012 « Ifri »
crée la premiére ligne aseptique en Afrique qui se fonde sur la technique de la pasteurisation
dans le tank aseptique puis le remplissage a froid. Cette derniére permet une longue
conservation, grace a leur excellente qualité microbiologique pour préserver la qualité du fruit

au profil du consommateur.

Les objectifs de cette entreprise sont: élargir sa gamme de produit (objectif

qualitatif), et d’augmenter sa capacité de production (objectif quantitatif).

Apres avoir couvert les besoins du marché national, Ifri se lance dans la conquéte du
marché international, en exportant désormais ses produits vers 14 pays: France, Royaume-
Uni, Canada, Espagne, Italie, Allemagne, Belgique, Luxembourg, Soudan, Mali, Niger,

Emiraties Arabes Unis, Lybie, Sénégal.

La gamme de produit fabriquée par 1'unité « IFRUIT » des différents emballages
(PET, verre et cannete) sont :
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++ Jus au de concentré de fruit (0,33L, 1L, 1,25L et 2L) :
Orange, raisin mure pomme, citron, peche orange, péche abricot, tropical, ananas et orange,
orange gazeifie, citron gazéifié. Béred Thé glace citron, péche.
+¢+ Boisson lactée (0,33L ,1L) :
Fraise-pomme, mangue-orange, banane et fruit de passion.
++ Boisson isotonique (0,5L) :
Cerise (AZRO rouge), fraise-ananas (AZRO bleu), orange, citron.
¢+ Jus 100%Nature (1L et 2L) :
Orange 100% et pomme 100%.
% Soda (0,33L, 1L ,2L):
Citron jaune, citron vert, orange, ananas, agrumes, citron-menthe, pomme verte, fruits rouges,
pomme caramel, banane, ananas-coco.
% P’tits fruits (0.20L) :
Orange, raisin-mure, péche-orange, exotique, fraise-orange, péche-orange au lait, raisin-mure
au lait, orange-ananas au lait, banane-passion au lait.

++ Boisson énergisante (0,33L) : Izem.

L’organigramme (figure 01, Annexe 01) présente les différentes directions et services

de I’entreprise.

I11. Ingrédients utilisés pour la fabrication de la boisson
Pour la fabrication de nos boissons, les ingrédients suivants sont utilisés:
e Karkadia : Achetée chez une épicerie a Akbou.
e Citron: Reécolté dans un jardin au village Belayal (Annexe 2, Tableau V).
e Menthe fraiche: Retiré dans un jardin au village Belayal (Annexe 2, Tableau Il1).
e Fraises: Achetée au marché (Annexe 2, Tableau IV).
e Sucre.

e FEau: L’eau osmoseée (I’eau de process) de I’unité «IFRUIT».
e La pectine (Agents texturant), I’acide citrique et I’acide ascorbique (conservateurs)

ont été utilisés comme additifs.

15



Matériel et méthodes

V. Fabrication de boisson bissap

Pour préparer nos boissons aromatisées naturellement (citron-menthe, fraise), les

ingrédients cités ci-dessus sont utilisés, en suivant ces étapes:

D)

A X4

250ml de I’eau est chauffé jusqu’a 1’ébullition, additionné de 2,5g de calices et
quelques feuilles de menthe fraiches aprés leurs ringages (cas de I’ar6me citron-

menthe), et laisser a 1’ébullition pendant 10 a 15 min.

X/
°e

Apreés filtration du mélange, la boisson obtenue est additionnée de 35g de sucre, 0,29
de I’acide citrique, 0,2g de I’acide ascorbique, 2g de la pectine (cas de I’arome citron-
menthe) et de I’aréme selon le choix; 100ml de jus de fraise ou 6ml de jus de citron
naturels.

% Une fois la boisson est préte, il est conditionné dans des flacons stériles de 250 ml.

%+ Une pasteurisation est réalisée dans un bain marie a 95°C pendant 15min, suivie d’un
refroidissement rapide avec de 1’eau (25°C).

% Entreposage, stockage a 4°C. Les flacons des boissons sont entreposés au frais.
V. Méthodes et techniques d’analyse

Avant la préparation de la boisson, I’eau de process (osmosée) utilisée pour la
fabrication est analysée. Une fois la boisson est préte, des analyses physicochimiques,
microbiologiques et organoleptiques suivi d’un test de stabilité sur le plan microbiologique
pour une durée de 21 jours sont effectués. Toutes ces analyses sont réalisées en appliquant les

protocoles adoptés par 1’entreprise.

V.1 Analyses physicochimiques
V.1.1 Analyses de I’eau de process

a. Mesure de potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH de I’eau est mesuré a I’aide d’un pH métre préalablement étalonner et sa

valeur est affichée directement sur 1’écran de 1’appareil.
b. Mesure de la conductivité (cond)

La mesure de la conductivité consiste a plonger 1’électrode dans 1’échantillon. Une valeur

stable s’affichera directement sur 1’écran du conductimétre.
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c. Détermination du titre hydrotimétrique (TH)

Pour procéder a la mesure, 50 ml de I’échantillon de 1’eau a analyser sont mis dans un
erlenmeyer, puis additionné de 4 ml de tampon ammoniacal (pH=10), et quatre gouttes de
I’indicateur coloré Noir Eriochrome T (NET) 0,5%. La coloration bleue indique un TH = 0°F,
une coloration rouge brique, un titrage est réalisé avec ’EDTA (0,02 N) jusqu’a I’obtention

d’une coloration bleue. TH °F=V de chute de burette x2
d. Détermination des chlorures (CI)

100ml d’échantillon d’eau a analyser sont additionnés de 2ml de I’indicateur coloré
Chromates de Potassium K>CrO4.Une coloration brune indique que [CI]= O mg/l, une
coloration jaune, implique un titrage avec le Nitrates d’argent (AgNOz) 0,05 N jusqu’au

virage de la couleur jaune a la brune. [CI] (mg/l) =V de chute de burette x 17,75

e. Détermination de Titre Alcalimétrique (TA)

Dans un erlenmeyer, 100ml de 1’échantillon d’cau a analyser sont mis, puis additionné
de quatre gouttes de ’indicateur coloré phénophtaléine CooH1404 (01%). L’absence de la
coloration indique que TA=0°F. Une coloration rose indique qu’il faut faire un titrage avec
I’acide sulfurique H2SO4 (0,1N) jusqu’a la décoloration.

TA (°F) =V de chute de burette x 5
f. Détermination de Titre Alcalimétrique Complet (TAC)

On peut titrer le TA et le TAC avec le méme échantillon. Aprés la détermination du
TA, on note le volume versé V1 (chute de burette 1) puis on ajoute pour le méme échantillon
d’eau 4 ml de méthyle orange (0,05%) et on titre jusqu’au virage de I’orange rouge et on note
la chute de burette 2 (V2). TAC (°F) = (V1+V2) x5
V.1.2 Analyses de boissons bissap
a. Mesure du pH

La mesure du pH est réalisée de la méme maniére que le mode opératoire appliqué
dans I’analyse de I’eau.

b. Détermination du degré Brix (extrait sec soluble)

Aprés avoir allumé le réfractométre, 1’étalonnage se fait par nettoyage du prisme avec

de I’eau distillée, séchage avec du papier absorbant. Ensuite, quelques gouttes de boisson sont

versées et le résultat est affiché sur I’écran.
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C. Détermination de I’acidité

Dans un bécher, 10ml de boisson sont mis, puis additionnés de 1’eau distillé et quatre
gouttes de phénolphtaléine (1%). La titration est effectuée avec de I’hydroxyde de sodium
NAOH (1N), jusqu’au virage (apparition de la couleur rose pale). L’acidité est calculée par

I’équation suivante : A (g/1) =V de chute de burette x 0,64.

V.2 Analyses microbiologiques

D’apres le J.O.R.A (2017) et la réglementation de I’entreprise les microorganismes
recherchés dans les matiéres premieres et la boisson bissap sont résumés dans le tableau I11.

Tableau I11: Les germes recherchés dans les matiéres premieres et la boisson bissap (JORA
2017).

Eau Bissap Jus de fraise Jus de citron

Coliformes totaux X X X X

Coliformes fécaux X
(Escherichia coli)

Streptocoques X
fécaux
(Entérocoques)

Clostridium sulfito- X
réducteur

Pseudomonas X
aeruginosa

FTAM X X X

Levures et X X X
moisissures

Levures osmophiles X X X
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V.2.1 Analyses de I’eau de process

a. Prélevement et préparation des échantillons d’eau

L’échantillonnage d’eau est effectué dans des conditions d’asepsic a partir des
différentes cuves d’cau osmosée et filtrée (ultrafiltrée) qui sont dotés d’un systeme spécial
pour le prélevement. D’abord, le robinet est ouvert pour libérer la pression, puis, ’eau est
laissée s’écouler quelques secondes avant de prélever afin d’éviter toute éventuelle
contamination. Ensuite, 1’endroit autour du robinet est stérilisé avec de 1’éthanol puis un
flambé, et le débit est réglé. Les flacons en verre stériles sont remplis & %. Enfin, le bouchon
est remis tout de suite. Aprés le prélevement de 1’échantillon d’eau, on le laisse sur la

paillasse pour qu’il prenne la température ambiante du laboratoire (25°C).

Apreés le prélevement des échantillons, I’eau est filtrée a travers une membrane de
filtration (0,45um) qui retient les microorganismes, en suivant ces étapes :

Premiérement, plan de travail est désinfecté, ensuite, 1’entonnoir en acier inoxydable,
le fritté, le couvercle et les pincettes ont été stérilisés a la flamme (bec Bensen). A 1’aide
d’une pincette, la membrane de filtration est enlevée de son emballage et déposée sur le fritté.
Puis, la pompe est démarrée pour aspirer 1’eau versée qui est de 50ml pour rechercher les
spores anaérobies sulfito-réducteurs et 250ml pour la recherche et le dénombrement des autres
microflores. Enfin, ces membranes sont déposées sur les milieux de cultures gélosés en
évitant la formation des bulles d’air, et incubées a différentes températures selon les germes
recherchés. Le tableau IV résume les analyses microbiologiques de 1’eau. Le dénombrement
est effectué en double (deux boites) pour chaque germe recherché.
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Tableau IV: Analyses microbiologiques de I’cau.

Recherche Milieu de | Durée et Référence
Germes et/ou culture Température Lecture de la
dénombrement | utilisé d'incubation technique
Colonies
E. coli 44+0,5°C/21+3h | rouges sous
Gélose les UV NF EN 1SO
Recherche et Tergitol+ 9308-1
Coliformes dénombrement TTC / (2000)
totaux 36+2°C/21+3h
Colonies
bleu-vert ou
Pseudomonas | Détection et Gélose . fluorescente JORA
aeruginosa dénombrement | Cétrimide | 36¥2°C/4424h | o4 5 Jes UV (2013)
ou brunes
rougeatres
Entérocoques
intestinaux Recherche et Gélose Colonies NF EN I1SO
(Streptocoques | dénombrement | Slanetz et | 36+2°C/44+4h | brunes a 7899-2
du groupe D) Bartley noires (2000)
Clostridium
sulfito- Recherche et Gélose Colonies NFT
réducteur dénombrement | Viande- 36+2°C/44+4h | noires 906415
(CSR) foie (1985)

b. Confirmation des résultats

e Coliformes NF EN ISO 9308-1 (2000)

Aprés incubation, toutes les colonies typiques apparues quelques soit leurs tailles sont

considérées comme des bactéries lactose-positives si le milieu sous la membrane présente une

coloration jaune. Pour confirmer 1’identité des coliformes totaux et fécaux (E. coli), les tests

suivant sont utilisés:

% Test oxydase: Les bactéries lactose-positives obtenues sont ensemenceées sur la gélose

tryptonée au soja (TSA) non sélective et incuber pendant 21+2h a 36+2°C.

Aprés incubation, a I’aide d’une anse en platine, une partie de la culture est étalée sur

le papier filtre utilisé pour la recherche de I’oxydase. La réaction est considérée

comme positive lorsqu’une coloration bleu-violet foncé apparait dans les 30s.
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Toutes les colonies ayant une réaction négative a 1’oxydase sont considérées comme

étant des bactéries coliformes.

X/
°e

Test d’indole: A partir de colonies oxydase-négatives, des tubes contenant le bouillon
tryptophane sont ensemencés et incubés pendant 21+3h a 44+0,5°C. La production
d’indole est contrdlée en ajoutant 0,2 a 0,3ml de réactif de Kovacs. L apparition d’une
coloration rouge a la surface du bouillon confirme la production d’indole.
Toutes les colonies ayant une réaction négative a I’oxydase mais positive a 1’indole
sont considérées comme des E. coli.

e Pseudomonas aeruginosa J.O.R.A (2013)

Apreés incubation, toutes les colonies produisant une pigmentation bleu-vert
(pyocyanine) comme Pseudomonas aeruginosa confirmés, et les colonies fluorescentes sous
les UV et celles produisant une pigmentation brune-rougeatre comme Pseudomonas
aeruginosa présumés sont comptées. La confirmation de leurs identités est confirmée en
utilisant les tests suivants :

Tests de confirmation

Toutes les colonies nécessitant une confirmation ont été repiquées sur une gelose
nutritive a partir de la membrane et incubeés pendant 22+2h a 36x+2°C. Apres avoir Vérifié la
pureté des isolats, les colonies brunes rougeéatres sont soumises aux tests suivants:

% Test oxydase: A I’aide d’une anse en platine, une partie de la culture est étalée sur le
papier filtre utilisé pour la recherche de 1’oxydase. La réaction est considérée comme

positive lorsqu’une coloration bleu-pourpre foncée apparait dans les 10s.

L)

% Milieu de King B : Les colonies brunes rougeatres oxydase positive obtenues sont
repiquées sur un milieu de King B, et incubées a 36£2°C pendant cing jours.
La culture est examinée sous un rayonnement UV pour noter la présence d’une
éventuelle fluorescence.
¢ Bouillon d’acétamide: Un tube de bouillon d’acétamide est ensemencé a 1’aide du
repiquage obtenu sur la gélose nutritive et incubé pendant 22+2h a 36+£2°C. Apres
incubation, une ou deux gouttes de réactif Nessler sont ajoutées, et les tubes sont
examinés afin de déceler une production d’ammoniac qui se traduisait par une
coloration allant du jaune au rouge brique.
Toutes les colonies produisant de la pyocyanine (pigmentation bleu-vert) ou oxydase

positive, donnant un lieu a une fluorescence sous les UV et aussi celles fluorescentes sur le

21



Matériel et méthodes

milieu King B, capables de produire de I’ammoniac a partir de I’acétamide sont confirmées en
étant des P. aeruginosa.
e Entérocoques intestinaux (Streptocoques du groupe D) NF EN 1SO 7899-2 (2000)

Aprés incubation, toutes les colonies bombées montrant une couleur rouge, marron ou
rose soit au centre soit sur I’ensemble de la colonie sont considérées comme colonies typiques
et elles nécessitent une confirmation par le transfert de la membrane a 1’aide d’une pince
stérile sans retournement sur une boite de gelose BEA (Bile-Esculine-Azoture) qui est
préchauffé a 44°C puis incuber pendant 2h a 44+0,5°C. Toutes les colonies typiques montrant

une couleur brune a noire dans le milieu sont comptées comme des entérocoques intestinaux.

V.2.2 Analyses de boissons bissap
Avant I’analyse microbiologique de bissap produit, des analyses des matiéres
premieres utilisées sont effectuées (jus de citron et de fraises).
¢ Préparation des dilutions
A partir de la boisson bissap et les matieres premiéres (jus de citron et fraises) des

dilutions décimales (10! et 10°?) sont préparées dans 9 ml d’eau peptonée.

a-Dénombrement des levures et moisissures 1SO 21527-1 (2008)

A partir des dilutions décimales 0,1ml de chaque dilution est ensemencé en surface
dans deux boites de Pétri contenant le milieu DRBC (Dichloran Rose Bengale
Chloramphénicol). Ces derniéres sont incubées a 25+1°C/ 5 jours. L’apparition des colonies
filamenteuses implique la présence des moisissures et des colonies roses pour les levures.
b-Recherche et dénombrement des levures osmophiles 1SO 21527-1 (2008)

A partir des dilutions décimales, 1ml de chaque dilution est ensemencé en masse dans
la gélose Honey. Les boites sont incubées a 25°C/72h. Toutes les colonies lisses blanches et

sous forme lenticulaires sont considérer comme étant des levures osmophiles.

c-Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) ISO 4833-1
(2013)

A partir des dilutions décimales, 1ml de chaque dilution est ensemencé en masse dans
le milieu PCA. Aprés incubation a 30°C/72 + 3h, les boites contenant moins de 300 colonies

sont comptées.
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d-Dénombrement des coliformes 1SO 4832 (2006)

A partie des dilutions décimales, 1ml de chaque dilution est ensemencé en masse dans
milieu VRBL. Les boites sont incubées a 37°C/24+2h. Toutes les colonies violacées de
diametre égal ou supérieur a 0,5 mm et parfois entourées d'une zone rougeatre sont

considérées comme étant des bactéries coliformes.

¢ Expression des résultats

Tous les dénombrements sont réalisés dans deux boites de Petri pour chaque dilution.
Le calcul du nombre de microorganismes (flore mésophile aérobie totale, coliformes, levures
et moisissures et levures osmophiles) par millilitre d’échantillon a partir du nombre de

colonies obtenues dans les boites de Petri choisies est réalisé par 1’équation suivante:
N=X C/ (n1+0,1 nz) xd
Dont :

N : Le nombre estimé de germes par ml du produit.

X.C : La somme des colonies dans toutes les boites retenues.

d : Ladilution a partir de laquelle les premiers dénombrements sont obtenus.
n1 : Le nombre de boites retenues a la premiere dilution.

nz : Le nombre de boites retenues a la seconde dilution.
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V.3 Test de stabilité

Le test de stabiliteé sert a définir le comportement physico-chimique et
microbiologique et a confirmer la stabilité de la boisson bissap produite dans des conditions
climatiques différentes dont le facteur le plus important est la température. Pour garantir au
consommateur une meilleure qualité hygiénique, selon la législation en vigueur, tout nouveau
produit sur le marché doit étre soumis, au préalable a un test de stabilité dont les différentes
épreuves sont détaillées dans le J.O.R.A (1998). Plusieurs échantillons ont été préparés pour
réaliser une série d’analyse pendant 21jours (Jo, J3, J7, Jis, J21) a différentes conditions de

stockage (Tableau V):

% Les analyses physicochimiques (pH, I’acidité titrable et le degré Brix) sont effectuées
avec les mémes protocoles déja expliqués dans les analyses physicochimiques de la
boisson bissap.

% Les analyses microbiologiques (recherche et dénombrement des levures et
moisissures, FTAM, levures osmophiles et coliformes) sont effectués avec les mémes

protocoles déja expliqués dans les analyses microbiologiques de la boisson bissap.

K/
*

% Les analyses organoleptiques effectués par un groupe de six personnes en donnant leur
appréciation sur la couleur, I’odeur, le golt et la texture des différents échantillons
dans chaque période (Jo, J3, J7, J1s, J21) de stockages et cela pour estimer les conditions

favorables de conservation de la boisson bissap.

Tableau V: Différents conditions de stockage de la boisson bissap.

Echantillons Jo J3 J7 Jis Ja1

Température ambiante (22°C) + lumiére (témoin)

Conditions Température ambiante (22°C) + obscurité (témoin)
de stockage

30°C (étuvé)

Soleil
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Résultats et discussion

I. Résultats des analyses physico-chimiques

|.1 Résultats d’analyses de I’eau

Dans les boissons aux fruits, ’eau constitue environ 87 a 92% du volume de la
boisson. L’eau utilisée est généralement prétraitée séparément afin qu’elle soit débarrassée
des impuretés, des microorganismes, et d’autres ¢léments indésirables tels que les odeurs, les
arriere-godts et la turbidité. Elle est aussi traitée afin de réguler son alcalinité et sa durete.
(APAB, 2011). Les résultats obtenus sont indiqués dans le tableau V1.

Tableau VI: Résultats d’analyses physico-chimiques de 1’eau osmosée.

Parameétres Résultats Normes de I’entreprise Normes (JORA,
2011)
pH a 20°C 7,14 / 6,5-9
Conductivité a 198 100-250 a 25°C <2800 a 20°C
(us/cm)
Dureté totale TH 00 00-13 (°F) <200 (mg/l en
CaCO0:s)
TA (°F) 00 / 00
TAC (°F) 00 / 00
Chlorures CI- 67,4 <100 <500
(mg/l)

L’ensemble des résultats obtenus dans le tableau ci-dessus sont conformes aux normes
décrites par le JORA (2011), et aux exigences de I’entreprise. Cela nous renseigne sur le bon
fonctionnement de la station de traitement des eaux au sein de ’entreprise IFRUIT. En plus
de ces paramétres, I’eau de process adéquate a la fabrication du jus doit étre incolore, claire et

exempte de substances dissoutes.

1.2 Résultats d’analyses de bissap fini

Les résultats des différents paramétres physicochimiques issus de notre étude ont été

exprimés dans le tableau Il (Annexe 2).

25



Résultats et discussion

1.2.1 Potentiel d’hydrogéne (pH)

La figure 06 illustre les valeurs de pH des boissons formulées.

pH

3,5

2,95
2,5

2,51

1,5 -

BCM. BF. Bissap. Normes.

Figure 06: Résultats de pH des boissons formulées.

BCM: Bissap citron-menthe, BF: Bissap fraise.

D’aprés I’histogramme, on observe que le pH de BCM est plus acide (pH=2,51) que
celui de BF (pH=2,95) or tous les deux sont inférieurs a la limite fixée par I’entreprise
(pPHmax=3), et sont supérieurs & celui de bissap (témoin) dont le pH=2,3. Les valeurs
enregistrées se rapprochent quelque peu de celles rapportées par d’autres études ou la valeur
de pH mesurée pour les boissons formulées est supérieure a celle de Bayoi et al. (2014) dont
le pH=1,59.

Cette variation peut étre expliquée par la composition en acides organiques qui
expriment le pH des ingrédients (jus de citron, fraises broyés, menthe et autres additifs)
utilisés qui auraient un effet acidifiant, ce qui justifierait les 1égéres baisses et augmentations
de pH observée. Le pHcitron= 2,2-2,4 et pHmenthe=6,1-6,3 (FOOD-INFO, 1999), ce qui
augmente légérement le pHgcwm par rapport au pHaissap, €t le pHfraise= 03-3,5 (FOOD-INFO,
1999) ce qui fait le pHgr est supérieur a celui de BCM et Bissap.
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1.2.2. L’acidité titrable

L’acidité titrable correspond a la somme des acides minéraux et organiques libres dans

le jus de fruits. Il s’agit de 1’acide citrique dans le cas des jus d’agrumes.

La figure 07 illustre le taux d’acidité des boissons formulées.

Acidité
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Figure 07: Résultats de I’acidité titrable des boissons formulées.

D’aprés I’histogramme, on remarque que l’acidit¢ de BCM (A=3,2g/l) et BF
(A=3,45g/1) sont supérieurs a celle de Bissap (A=2,99/l). Cette forte acidité peut étre justifiée
par la diffusion des constituants acides des calices au cours de I’extraction. Selon Cissé
(2010), le pH des extraits d’H. sabdariffa varie entre 2,1 et 2,4. L’acidité des deux boissons
(BCM et BF) est conforme et inferieurs a la limite fixée par I’entreprise (Amax= 4g/l). Les
valeurs enregistrées se rapprochent de celles rapportées par d’autres études ou la valeur de
I’acidité mesurée pour les boissons formulées est supérieure a celle enregistrée par Bayoi et
al. (2014) dont A= 1,82¢/I.

La variation de I’acidité de boissons formulées est due a la composition de la plante en
acides organiques dont majoritairement en acide malique (1,36g/100g) et en acide ascorbique
(72mg/100g) (Cissé et al., 2008), et aussi la richesse en acides organiques des ardmes
utilisés dont la teneur moyenne de citron est de 4,55 g/100g, celle de la menthe est
négligeable (traces) et la fraise est de 0,859/100g (Ciqual-Anses, 2020).
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1.2.3. Extrait sec soluble (Degré Brix)

La figure 08 illustre le taux de degré Brix des boissons formuleées.
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Figure 08: Reésultats de degré Brix des boissons formulées.

D’aprés les résultats enregistrés, on remarque que 1’extrait sec soluble de BCM (12,6
°B) est supérieur a celui de BF (12,1°B), mais tous les deux sont inférieurs a la limite fixée par
I’entreprise (13°B), et sont supérieurs a celui de bissap (témoin) soit (1°B). Cette grande
différence entre les deux boissons et le bissap, est due a la pauvreté de bissap en sucre. Les
valeurs enregistrées se rapprochent de celles rapportées par d’autres études ou la valeur de
I’extrait sec soluble mesuré pour les boissons formulées est inférieure a celle de Ndiaye et al.
(2015) dont la valeur est de 14°B.

Ces variations en extrait sec soluble présent dans les boissons formulées peuvent étre
dues a la composition en sucre des ardmes utilisés pour leurs fabrications. Selon Ciqual-
Anses (2020), la teneur moyenne en sucre pour le citron est de 2,19/100g, la menthe
5,39/100g, et la fraise 5,6¢9/100g. Selon Gurak et al. (2010), les acides assurent I’abaissement
de la valeur de pH, assurant 1’équilibre entre le goft, acide et sucré.
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I1. Résultats des analyses microbiologiques

I1.1 Résultats d’analyses de I’eau
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VII.

Tableau VII: Résultats d’analyses microbiologiques de 1’eau osmosée (process).

Germes Résultats Normes (JORA, 2017)
Coliformes totaux Abs Absence dans 250ml
Escherichia coli Abs Absence dans 250ml
Pseudomonas aéruginosa Abs Absence dans 250ml
Germes aérobies a 30°C Abs <20 (selon I’entreprise)
Entérocoques Abs Absence dans 250ml
Spores anaérobies sulfito- Abs Absence dans 50ml
réducteur

D’apres les résultats obtenus pour les différents germes recherché et dénombrés,
I’analyse microbiologique des échantillons d’eau analysés ne présentent aucun danger en
raison de 1’absence des germes pathogénes et des germes de contamination fécale. Ces
résultats sont conformes aux normes décrites par le JORA (2017). Ces résultats répondent
aussi parfaitement aux exigences et la réglementation de 1’entreprise, donc cela indique que

I’eau est conforme pour la fabrication de la boisson Bissap.

I1.2 Résultats d’analyse de la boisson Bissap

Les jus des fruits et légumes sont considérés parmi les produits les plus exposés aux
contaminations et aux altérations microbiennes (Ramos et al., 2013). Les résultats obtenus
pour les deux types de boissons formuleés et les matieres premieres utilisées sont résumés dans
le tableau VIII.
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Tableau VI1I: Résultats d’analyses microbiologiques des boissons formulées.

Bissap Citron-
Germes Menthe Bissap Fraise | Jus de fraises | Jus de citron Normes
181UFC/ml de | 9 UFC/ml de <10?
Levures et Abs Abs Abs Abs | levures et levures et Abs (JORA,
moisissures 90UFC/ml de |de 2017)
moisissures moisissures
Levures <20/1L
osmophiles | Abs Abs Abs Abs Abs Abs (selon
’entreprise)
Germes <10 (selon
aérobies a Abs Abs Abs Abs Abs Abs I’entreprise)
30°C
Coliformes | Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs (selon
I’entreprise)

L’analyse microbiologique des matiéres premieres montre 1’absence des coliformes,
des levures osmophiles et la flore aérobie mésophile a 30°C, et la présence de certaines
levures et moisissures. L’analyse des deux boissons de bissap formulées dans cette étude a
montré une absence des germes recherchés et dénombrés. Cela répond aux normes décrites
par JORA (2017) et aussi répondent parfaitement aux exigences et la réglementation de
I’entreprise.

La présence des levures et moisissures dans les matiéres premieres dues au pH de
celles-ci dont le pH du citron est 2,2-2,4 et celui des fraises qui est 03-3,5 (FOOD-INFO,
1999), qui sont inclues dans I’intervalle de pH pour la croissance et prolifération des levures
et moisissures dont ces intervalles [1,5-11] et [2-8,5] respectivement. L’absence d’autres
germes peut étre expliquée par les pH acides de ces matiéres premiéres, qui inhibent la
croissance de la plupart des germes non acidophiles.

L’absence des germes dans les boissons est le résultat de plusieurs facteurs, qui
sonten premier lieu le respect des conditions d’hygiéne durant la fabrication et aussi
I’hygi¢ne du matériel utilisé. En plus de ¢a, I’acidité et le pH qui ont un réle trés important
pour I’inhibition de la croissance de certains microorganismes qui sont incapables de se
développer dans les milieux acides, la forte pression osmotique due a la présence du sucre,

I’efficacité de traitement thermique effectué pour les produits finis (pasteurisation).
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I11. Résultats de la stabilité de deux boissons au cours de stockage

Le test de stabilité sert a définir le comportement physico-chimique et
microbiologique et a confirmer la stabilité de la boisson dans des conditions climatiques

differentes dont le facteur le plus important est la température.

I11.1 Résultats physicochimiques

Au cours du stockage dans des différentes conditions durant 21 jours, des analyses
physicochimiques ont été déterminées pour évaluer la qualité et la stabilité du produit fini en
mesurant le pH. Il a été remarqué une stabilité relative du pH dans I’intervalle [2,93-2,98]
pour la boisson BF et [2,49-2,55] pour BCM. Les résultats de 1’acidité des boissons conservés
montrent des variations négligeables qui restent dans I’intervalle [3,42-3,48] pour la boisson
BF et [3-3,6] pour BCM.

Pour le suivi de la stabilité du degré Brix des boissons stockées, ces valeurs restent
dans les intervalles [11,8-12,4] et [12,3-12,9] respectivement pour BF et BCM. Le stockage
des boissons bissap a différentes conditions et température citées déja dans le test de stabilité
ne présente aucun changement ni de pH ni d’acidité et ni de degré Brix, ce qui confirme que

les boissons sont toujours conformes sur le plan physicochimique.
111.2. Résultats d’analyses microbiologiques

Les germes présents dans les jus de fruits et les autres boissons hygiéniques non
alcoolisées proviennent en grande partie de la matiere premiére. Le nombre de
microorganismes dans les jus fraichement pressés est souvent treés élevé. 1l dépend de 1’état
des fruits (maturation, propreté) et du type d’extraction. On trouve des levures, des spores de
moisissures et des bactéries. D’autres contaminations sont apportées par le sucre et les sirops
sucrés (levures osmophiles, moisissures et Leuconostoc), par le matériel utilisé pour la
fabrication (levures et moisissures) et par les manipulations (germes de contaminations
fecales) (Guiraud, 2003). Le tableau 1X résume les résultats de la stabilité de deux boissons

finis au cours du stockage.
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Tableau IX: Résultats du test de stabilité durant 21 jours de stockage de deux types de

boissons bissap formulées.

Bissap Citron-Menthe

Bissap Fraise

Normes
Ji | Js | Js | W7 | dis|Jaa | dn | I3 Js | I | dis|Ju
Levures et <102
moisissures | Abs [ Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs (JORA
2017)
Levures <20/1L
osmophiles | Abs | Abs | Abs [ Abs [ Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs (Selon
’entreprise)
Germes <10 (selon
aérobiesa | Abs | Abs | Abs [ Abs [ Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | I’entreprise)
30°C
Absence
Coliformes | Abs [ Abs [ Abs | Abs [ Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs | Abs (selon
I’entreprise)

Une absence de tous les germes recherchés a été observée, dans chaque période de

stockage (J1, J3, J7, Jis, J21) durant 21jours pour les deux boissons formulées. Ces résultats

peuvent s’expliquer par la concentration élevée en sucre, qui joue un role important comme

conservateur pour préserver les aliments par I’abaissement de 1’activité de 1’eau (Aw), et aussi

les bonnes conditions de conservation par 1’ajout des conservateurs chimiques (acide citrique

et acide ascorbique).

On note que les germes pathogeénes et d’altération sont extrémement sensibles au

traitement thermique de pasteurisation (95°C/15min). De plus, I’addition de sucre et de

conservateurs a la boisson accroit sa stabilité microbiologique ce qui rend notre boisson

conforme sur le plan microbiologique.

32




Résultats et discussion

111.3. Qualité organoleptique

La couleur des jus, l'ardome, la saveur et la texture, facilement pergue par les
consommateurs des produits alimentaires et la valeur nutritive, sont généralement considérés
comme les principaux facteurs de la qualité des jus. lls sont utilises pour I'optimisation de la
qualité du processus, sachant que les différentes conditions de température de chauffage et du
temps conduisent a des effets similaires sur les micro-organismes et I’inactivation
enzymatique (Boutakiout, 2015). La qualité organoleptique est un facteur d’acceptabilité des
produits par le consommateur sans passer par les analyses physicochimiques, elle est surtout
appréciée par les organes de sens. Cette appréciation ou la qualité organoleptique d’une
boisson conservée présente un grand intérét du fait qu’elle nous informe sur I’état du produit
et le degré d’altération au cours de la conservation durant 21 jours.

Pendant la durée de stockage prolongé, les boissons formulées ont subi un contrdle de
qualité organoleptique durant chaque période de conservation. Les couleurs enregistrées
initialement sont: rose foncé, rouge pourpre. On note un brunissement (noircissement par
oxydation) de la couleur dans la période [J7-Jis] de conservation pour les échantillons exposés
a la lumiére, et la disparition totale de cette couleur dans la période [Ji5-J21]. L appréciation
donnée par rapport au goQt, odeur et texture varie selon les échantillons testés. Lesquelles ont
présenté des signes d’altération pour ceux exposés a la lumiére dont un changement brutale
est noté. Le godt est souvent légérement acide et parfois sucré. Pour I’odeur et texture aucun
changement est noté et aussi 1’absence de dégagement gazeux durant toute la période de
stockage a différentes conditions pour les autres échantillons.

Cette modification de couleur est essentiellement due a la destruction ou la
transformation de pigments naturels (Nout et al., 2003) des anthocyanes (350mg/100g) (Cissé
et al., 2008) de I’H. sabdariffa, des polyphénols et des carotenes qui composent les fraises et
le citron. Pour les autres échantillons (étuvés a 30°C, mettaient & 1’abri a 22°C, mettaient a
I’ambiant a 22°C et réfrigeraient a 4°C), aucun changement n’a été observé qui peut étre
expliqgué par I’absence d’une altération microbienne. Les résultats microbiologiques
expliquent, D’efficacité de traitement thermique de pasteurisation et aussi les bonnes
conditions d’entreposage et de conservation (additifs).

L’ensemble des analyses physicochimiques et microbiologiques effectuées montrent la
conformité des boissons formulées sur le plan microbiologique aux normes décrites par le
JORA (2017) et la réglementation de I’entreprise. Cela montre que nos boissons ont été

jugées stables durant la période de stockage.
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Conclusion

Les analyses microbiologiques de I’eau de process nous montrent que ces derniers sont
conformes aux normes décrites par le JORA 2017 et aussi aux exigences de 1’entreprise. Les
analyses physicochimiques nous montrent aussi une conformité aux normes décrites par le
JORA 2011, ce qui témoigne du bon déroulement du processus d’épuration et de traitement de
cette eau au niveau de 1’unité IFRUIT.

Les analyses physicochimiques et microbiologiques des deux boissons de bissap
élaborés (bissap citron-menthe et bissap fraise) ont présenté une absence totale des germes
recherchés et donc des résultats satisfaisants et conformes ce qui signifie I’efficacité du
traitement thermique de pasteurisation sur les microorganismes présents dans les matiéres
premieres (jus de citron et fraises naturelle).

Le controle de la stabilité des produits fini durant 21 jours au différentes conditions de
stockage sur 1’ensemble des analyses physico-chimiques (pH, degré Brix et I’acidité) et
microbiologiques montrent la conformité sur le plan microbiologique de nos boissons aux
normes décrites par le JORA 2017 et aux exigences de 1’entreprise, et aussi la conformité sur
le plan physicochimique aux normes adopté par 1’entreprise IFRUIT, c’est a dire que nos
produits ont été jugés stables durant la période de stockage. Ceci montre le r6le important et
I’efficacité de 1’acidité (conservateurs), le pH et aussi la pasteurisation dans la conservation de
ces boissons. D’aprés les résultats de différents paramétres obtenus, les conditions de
stockage estimé pour le jus produit sont les suivants: éviter I’exposition a la lumiére,
utilisation des emballages opaques tels que des bouteilles en plastique blanche ou canettes.

Des études plus approfondies sont essentielles dans le but d’apporter un complément
a ce travail :

e [L’évaluation de la qualité nutritionnelle, la composition chimique, dosage de la teneur
en vitamine C, en caroténoides, en sels minéraux, en antioxydants. ..
e Une analyse sensorielle.

e La détermination de la DLC.
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Figure 01: L’organisation générale de 1’unité¢ IFRUIT.
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Tableau I: Valeurs minimales, moyennes et maximales de différentes caractéristiques des
calices d’H. sabdariffa (Cissé et al., 2008).

Type de Unités Minimales Moyennes Maximales
données
Humidité 84,5 86,34 89,50
Protéines 0,90 6,59 17,90
Lipides 0,10 2,27 3,90
Fibres 9/100g 2,50 8,75 12
Cendres 6,50 6,63 6,8
Glucides 3,28 8,07 12,30
Calcium 1,26 93,96 213
Fer 2,90 17,16 37,8
Phosphore 40 191,08 312,57
Acide malique mg/100g 0,12 1,36 2,70
Acide 6,70 71,98 141,09
ascorbique
Anthocyanes 150 350 1500
Tableau I1: Les résultats physico-chimiques des boissons finis.
Parametre BCM BF Bissap Normes de
I’entreprise
pH 2,51 2,95 2,30 <3+0,8
Acidité (g/l) 3,20 3,45 1,8 <4+0,8
Extrait sec 12,6 12,1 01 <13+0,8

soluble (°B)
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Tableau I11: Composition nutritionnelle pour 100g de menthe fraiche (Ciqual-Anses, 2020).

Constituants
Eau (9)
Protéines (Q)
Sucres (9)
Lipides (g)
Fibres (9)
Calcium (mg)
Cuivre (mg)
Fer (mg)
Magnésium (mg)
Phosphore (mg)
Potassium (mg)

Teneur moyenne Constituants

82.1
3.52
5.3
0.84
7.4
221
0.28
8.48
715
66.5
514

Teneur moyenne

Sodium (mg) 30.5
Zinc (mg) 1.1
Béta-caroténe (uQ) 740
Vitamine E (mg) 5

Vitamine C (mg) 22.6
Vitamine B1 (mg) 0.08
Vitamine B2 (mg) 0.22
Vitamine B3 (mg) 1.33
Vitamine B5 (mQ) 0.29
Vitamine B6 (mQ) 0.14
Vitamine B9 (ug) 110

Tableau 1V: Composition nutritionnelle pour 100g de fraise crue (Ciqual-Anses, 2020).

Constituants
Eau (9)
Protéines (g)
Sucres (9)
Lipides (g)
Fibres (g)
Calcium (mg)
Cuivre (mg)
Fer (mg)
Magnésium (mg)
Phosphore (mg)
Potassium (mg)
Fructose (@)
Glucose (g)

Teneur moyenne Constituants

90.3
0.63
5.6
<0.5
3.8
18
0.02
0.19
12
23
140
3.3
2.3

Teneur moyenne

Sodium (mg) <5
Zinc (mg) 0.11
Béta-caroténe (uQ) <5
Vitamine E (mQ) 0.3
Vitamine C (mg) 54
Vitamine B1 (mg) <0.015
Vitamine B2 (mg) <0.01
Vitamine B3 (mQ) 0.21
Vitamine B5 (mgQ) 0.13
Vitamine B6 (mQ) 0.04
Vitamine B9 (ug) 98.9
Glucides (g) 6.03
Amidon () <0.35
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Tableau V: Composition nutritionnelle pour 100g de jus de citron pur (Ciqual-Anses, 2020).

Constituant

Teneur moyenne

Constituant

Teneur moyenne

Eau (9) 925 Zinc (mg) 0.06
Protéines (Q) 0.4 Béta-Caroténe (l1Q) 2
Glucides (9) 6.1 Vitamine E (mg) 0.15
Lipides (g) 0.29 Vitamine C (mg) 24.8
Sucre (Q) 2.4 Vitamine B1 (mg) 0.041
Fibres (g) 0.4 Vitamine B2 (mg) 0.009
Calcium (mg) 11 Vitamine B3 (mg) 0.2
Fer (mg) 0.13 Vitamine B5 (mg) 0.091
Magnésium (mg) 8 Vitamine B6 (mg) 0.043
Phosphore (mg) 9 Vitamine B9 (mg) 10
Potassium (mg) 102 Sodium (mg) 21
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Annexe 03: Composition des milieux de cultures.

Slanetz et Bartley:
Eaudistillé..............ooo 1000ml
Triptophane..........coooiiiiiiii e 20g
Extraitde levure ..., 5g
GIUCOSE. .ot 2g
Hydrogénophosphate dipotassique (KoHPOy)............. 4g
Azoture de sodium...........covviiiiiiiiiiiia 0,4g
AQar-agar.......oouiiiiiii i 8al8g

Le milieu prét a I’emploi contient triphényl-2,3,5-tétrazolium chlorures (TTC) : 1 g.
pH final a25°C: 7,2 +0,1.

Geélose lastosee au TTC et Heptadécylsulfate de sodium:

Eaudistillé. ... 1000ml

Peptone......c.ooiniiiii 109
Extraitde levure............oooiiiiiiiiii i 60
Extraitde viande..............ooooiiiiiiiii 59
Lactose. ..ot 209

Heptadécylsulfate de sodium (tergitol 7)....................0,2 ¢

Bleu de bromothymol.......................cl 0,059

Agar-agar (en poudre ou en flacons)..................... 15 a 25¢

Le milieu prét a I’emploi contient triphényl-2,3,5-tétrazolium chlorures (TTC) : 0,05g.

pH finala 25 °C :7,2+0,1.



Annexes

Cetrimide:

Eaudistillé..........coooiiii 1000ml
Peptone de gélatine.............c.ooeviiiiiiiiiii e 16 g
Hydrolisat de caséine............ccooviiiiiiiiiiiiiiiei e, 109
Chlorure de magnesium............ccoooviiiiiiiiiiiiieeee, 14¢g

Sulfate de potassium...............ccocoeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiennn 10 @

Cetrimide (bromure d’hexadécyltrimethyl ammonium)........ 02¢g
Acide NAlIdIXIQUE .......oovveiiieieiieeeeeeece e e 0,015¢

GLYCEIOL. ..ot 10 ml
GElOSE. vttt 11a18¢g

pH final a 25 °C: 7,1 £ 0,2.

Viande-foie:

Eaudistillé..........oooooiii 1000 ml
Peptone viande-foie............coocviiiiiiiiiiiiiinn. 30g
GIUCOSE. . nveeet e 2g
Amidon soluble.............cooiiiiiii 29
Sulfite de sodium............coooviiiiiii 25¢g
Citrate ferrique ammoniacal............................. 0,50 g
AGaAr-agar......o.oveiii i I1g

pH final 225 °C : 7,6 £ 0,2.
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Dichloran Rose Bengale Chloramphenicol (DRBC):

Eaudistillé..........ooooiii 1000 ml
Polpeptone.........cooviiiiii 59
GIUCOSE. . 10g
Sulfate de magnésium (MgSQy), H,O................... 0,5¢g
Sulfate de zinc (ZnSOy), TH2O......cviviiiina.. 10 mg
Sulfate de cuivre (CuSOy), 5H2O.......ccceiiiiinnia.l. 5 mg
Tergitol....ooovei 1 mg
Phosphate monopotassique...........c.c.evvvvvieienninnn... lg
Dichloran (dichloro-2,6-nitro-aniline).................... 2 mg
Chloramphenicol............coooiiiiiiiiiiiin, 50 mg
Rosebengale.............cooiiiiiiii 25 mg
Chlorohydrate de chlortetracycline..................... 50 mg
Agar-agar bactériologique.............ccoeieiiiinninnn.. 124 ¢g

pH final a 25 °C: 5,6 + 0,2.

Plant Count Agar (PCA):

Eaudistillé...........oooeiiiiiii 1000 ml
TIYPLONE et 59
Extrait autolytique de IeVUre ..........ccocoeevevecieieceeceee e 2,5¢
GIUCOSE ..o 19
Agar-agar bactériologique ..........cccovvririiieieice e 12 g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 7,0 + 0,2.
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Eau peptonée:
Eaudistillé............oooiiii 1000 ml
Peptone......oooviiiii lg
pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 7,0 + 0,2.

Violet Red Bile Lactose agar (VRBL):

Eau distillé........oiiiii e 1000 ml
Peptone pepsique de VIANAE .........cccveieieieieicreseeeee e 7040
Extrait autolytique de IEVUIE .........cccveoveiieieee e 300

I (0! (01 TSR 10,0¢g
SIS DIIAITES ...ttt e e r e e s sbae e e e 159
ChIorure de SOTIUM .......eveiiiiiiiiie e 500
ROUQE NBULTE ..ottt 30,0 mg
CriStal VIOIEL ... 2,0 mg
Agar-agar bactériologiqUE .........ccorviiiieine e 12,09

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25 °C : 7,4 +0,2.

Honey:
Eaudistillé.............co 1000 ml
EXtrait de 1eVure.........ocoeveieierieeeeeeeeeeeeieieiesiee e e 5g
GIUCOSE. . 10g
Saccharose..........cooeviiiiiiiii 230ml
N 18 g

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C: 5,5.



Résumé

Notre travail consiste en un essai de fabrication d’une boisson de bissap ainsi qu’a 1’étude de
différents parametre physicochimiques, microbiologiques et la réalisation d’un test de
stabilité. Au cours de cette étude, nous avons constaté que les résultats obtenus pour les
analyses physico-chimiques (TA, TAC, TH, pH, Conductivité et les Chlorures) et
microbiologiques (Coliformes totaux, E. coli, P.aeruginosa, CSR, Streptocoques fécaux) de
I’eau de process sont conformes aux normes adoptées par JORA (2011) et JORA (2017)
respectivement. Concernant 1’analyse des deux boissons ¢laborées (bissap fraise, bissap
citron-menthe) il a été révélé que ces derniers présentent des résultats satisfaisants que ce soit
sur le plan microbiologique, physicochimique, ainsi une absence totales des germes
recherchés (Levure et moisissure, levure osmophile, FTAM et Coliformes) qui sont
conforment aux normes décrites par JORA (2017) et aussi aux exigences de la réglementation
de I’entreprise. On ajoute a ¢a, la conformité des résultats des parametres physicochimiques
(pH, degré Brix et acidité) étudiés aux normes adoptées par I’entreprise «IFRUIT». Un test de
stabilité durant 21 jours pour des échantillons a différentes conditions de stockages (a 30°C, a
22°C a I’abris du soleil, au soleil et a température ambiante) dont il a été constaté que les
résultats obtenus pour les analyses physicochimiques et microbiologiques sont satisfaisants,
ainsi absence totale des germes recherchés (Levure et moisissure, levure osmophile, FTAM et
Coliformes) qui sont conforment aux normes décrites par le JORA (2017) et la réglementation
de I’entreprise, en plus s’ajoute la stabilité des analyses physicochimiques (pH, degré Brix et
acidité).

Mots clés: Boisson bissap, analyses physicochimiques, analyses microbiologiques, Hibiscus
sabdariffa, stabilité.

Abstract

Our work consists of a test of the manufacture of a bissap drink as well as the study of various
physicochemical and microbiological parameters and the performance of a stability test.
During this study, we noted that the results obtained for the physicochemical (TA, TAC, TH,
pH, Conductivity and Chlorides) and microbiological (Total Coliforms, E. coli, P.aeruginosa,
CSR, faecal streptococci) of the process water comply with the standards adopted by JORA
(2011) and JORA (2017) respectively. Regarding the analysis of the two drinks produced
(strawberry bissap, lemon-mint bissap), it was revealed that the latter presented satisfactory
results on the microbiological and physicochemical level, as well as a total absence of the
desired germs (yeast and mold, osmophilic yeast, FTAM and Coliforms) which comply with
the standards described by JORA (2017) and also with the requirements of company
regulations. To this is added the compliance of the results of the physicochemical parameters
(pH, Brix degree and acidity) studied with the standards adopted by the "IFRUIT" company.
A stability test lasting 21 days for samples at different storage conditions (at 30 ° C, at 22 ° C
sheltered from the sun, in the sun and at room temperature) for which it was noted that the
results obtained for the physicochemical and microbiological analyzes are satisfactory, thus
total absence of the desired germs (yeast and mold, osmophilic yeast, FTAM and Coliforms)
which comply with the standards described by JORA (2017) and company regulations, in
addition to the stability of physicochemical analyzes (pH, Brix degree and acidity).

Key words: Bissap drink, physicochemical analyzes, microbiological analyzes, Hibiscus
sabdariffa, stability.
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