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Abstract

This thesis focuses on the production, purification, and valorization of SCOBY, a microbial cellulose
biofilm formed during kombucha fermentation. Although essential to the fermentation process,
SCOBY is produced in excess and is commonly discarded, despite its potential functional and
technological properties.

Kombucha fermentations were conducted to investigate the influence of selected process
parameters on SCOBY formation, including fermentation duration, initial SCOBY mass, proportion
of backslopping liquid, and type of fermentation container. The evolution of SCOBY mass and
morphology throughout fermentation highlights a strong dependence of biofilm formation on
fermentation duration.

Following fermentation, SCOBY samples were subjected to purification protocols combining
successive alkaline and oxidative treatments applied at two temperatures (20 °C and 90 °C). The
progression of the purification process is associated with a gradual decrease in mass and a marked
modification of the biofilm appearance. Higher purification temperature is associated with more
pronounced mass losses and visually clearer material, reflecting an enhanced removal of residual
non-cellulosic compounds.

The purified SCOBY was characterized using complementary physicochemical and microbiological
approaches, including FTIR, scanning electron microscopy SEM, thermogravimetric analysis, water
absorption capacity measurements, and microbiological analyses. FTIR and SEM observations
confirm the preservation of a cellulose-rich structure after purification, while thermogravimetric
analysis highlights a more homogeneous thermal response of the material, suggesting improved
structural consistency following purification. Variations in water absorption capacity reflect
modifications of the cellulosic network induced by the purification conditions. Microbiological
analyses show a strong decrease in viable microorganisms, supporting the effectiveness of the
purification process for material stabilization and further food-related applications.

Based on these characteristics, a SCOBY harvested after 14 days of fermentation and purified at
90 °C was incorporated into a strawberry sorbet at different concentrations. It lead to
modifications of texture, melting behavior, and sensory perception when compared with reference
formulations containing conventional stabilizers. SCOBY-containing sorbets remain sensorially
acceptable, with textural attributes varying according to the level of incorporation.

Overall, this work highlights the influence of fermentation and purification conditions on SCOBY

properties and supports its potential valorization as a microbial cellulose-based ingredient.

Keywords: Kombucha; SCOBY; microbial cellulose; fermentation parameters; purification;

physicochemical properties; food valorization; sorbet



Résumé

Ce travail porte sur la production, la purification et la valorisation du SCOBY, un biofilm de cellulose
microbienne formé au cours de la fermentation du kombucha. Bien qu’essentiel au processus
fermentaire, le SCOBY est produit en excés et généralement non exploité, malgré son potentiel
fonctionnel et technologique.

Des fermentations de kombucha ont été réalisées afin d'étudier linfluence de différents
parametres de procédé sur la formation du SCOBY, notamment la durée de fermentation, la masse
initiale de SCOBY, la proportion de liquide de repiquage et le type de récipient de fermentation.
Le suivi de I'évolution de la masse et de la morphologie du SCOBY au cours de la fermentation
met en évidence une forte dépendance de la formation du biofilm a la durée de fermentation.

A lissue de la fermentation, les échantillons de SCOBY ont été soumis & des protocoles de
purification combinant des traitements alcalins et oxydants successifs, appliqués a deux
températures (20 °C et 90 °C). La progression du procédé de purification s'accompagne d’une
diminution progressive de la masse et d’'une modification marquée de l'aspect du biofilm. Une
température de purification plus élevée est associée a des pertes de masse plus importantes et a
un matériau visuellement plus clair, traduisant une élimination importante des composés résiduels
non cellulosiques.

Le SCOBY purifié a été caractérisé a l'aide d’approches physicochimiques et microbiologiques
complémentaires. Les analyses FTIR et MEB confirment la préservation d’une structure riche en
cellulose apres purification, tandis que l'analyse thermogravimétrique met en évidence des
différences de comportement thermique en fonction des conditions de purification, traduisant une
modification des propriétés thermiques du SCOBY purifié. Les variations de capacité d’absorption
d’eau témoignent de modifications du réseau cellulosique induites par les conditions de
purification. Les analyses microbiologiques montrent une forte diminution des micro-organismes
viables, confirmant I'efficacité du procédé de purification pour la stabilisation du matériau et son
potentiel pour des applications alimentaires.

Sur base de ces caractéristiques, un SCOBY récolté apres 14 jours de fermentation et purifié a 90
°C a été incorporé dans un sorbet a la fraise a différentes concentrations. Les sorbets contenant
du SCOBY restent globalement acceptables sur le plan sensoriel, avec des attributs texturaux
variant en fonction du taux d’incorporation.

Ainsi, Ce travail met en évidence l'influence des conditions de fermentation et de purification sur
les propriétés du SCOBY et soutient son potentiel de valorisation en tant qu’ingrédient a base de

cellulose microbienne.

Mots-clés : Kombucha ; SCOBY ; cellulose microbienne ; parametres de fermentation ;

purification ; propriétés physicochimiques ; valorisation alimentaire ; sorbet
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Introduction

La production du kombucha, boisson fermentée en plein essor dans le secteur agroalimentaire,
repose sur |'utilisation d’une culture symbiotique de bactéries et de levures (Symbiotic Culture of
Bacteria and Yeast, SCOBY), constituée d’un biofilm cellulosique. Bien que ce biofilm soit
nécessaire a l'initiation de la fermentation, le procédé conduit a sa croissance et a la formation
d’'un excédent de matiere cellulosique, souvent considéré comme un co-produit caractéristique du
processus. Issu naturellement du processus de fermentation du thé, ce matériau constitue une
source de cellulose a la fois peu colteuse, renouvelable et a croissance rapide. Constitué d'un
réseau dense de cellulose microbienne élaboré par un consortium symbiotique de bactéries et de
levures, le SCOBY se caractérise par des propriétés physico-chimiques spécifiques, une structure
fibreuse organisée et une biodégradabilité favorable a des démarches de valorisation dans une
logique d’économie circulaire.

Valoriser ce co-produit représente un enjeu actuel pour le développement de procédés plus
durables, en particulier dans l'industrie alimentaire, ou les matrices d’origine naturelle et
renouvelables peuvent offrir des alternatives innovantes aux additifs traditionnels. Une meilleure
compréhension des caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques du SCOBY est donc
essentielle pour envisager son utilisation dans de nouvelles applications.

Dans ce contexte, ce travail vise a optimiser les conditions de production du SCOBY au cours de
la fermentation du kombucha, a caractériser le SCOBY obtenu, notamment au regard de ses
propriétés technofonctionnelles, et a étudier de maniére exploratoire son incorporation dans une
matrice alimentaire modele, en l'occurrence un sorbet, afin d’évaluer son influence sur les

propriétés physico-chimiques et sensorielles du produit final.

Etat de l'art

I. Le kombucha : boisson fermentée fonctionnelle

1.Histoire, origine et diffusion
Depuis des millénaires, et dans la majorité des régions du monde, la fermentation est utilisée

comme moyen naturel de conservation des aliments (Villarreal-Soto et al., 2018). Ce procédé, a
la fois économique et respectueux de I'environnement, assure la sécurité microbiologique et la
préservation des qualités nutritionnelles des produits fermentés (Marsh et al., 2014, Villarreal-
Soto et al., 2018).

Cette techniqgue ancestrale a donné naissance a une grande diversité de produits fermentés, allant

des produits laitiers aux boissons a base de plantes (Marsh et al., 2014). Parmi ces boissons, le



kombucha se distingue par son procédé de fermentation particulier, fondé sur une symbiose entre
bactéries et levures. Il s’agit d’'une boisson fermentée qui a vu le jour dans le nord-est de la Chine,
en Mandchourie, vers 220 avant J.-C. En 414 apres J.-C., un médecin nommé Kombu a introduit
cette boisson au Japon afin de soigner les troubles digestifs de I'empereur Inkyo (Jayabalan et al.,
2014 ; Coelho et al., 2020). C’est de la que provient le nom « Kombucha », formé de « Kombu »
(le nom du médecin) et « cha », signifiant « thé » en japonais (Jayabalan et al., 2014 ; Coelho et
al., 2020).

Avec le développement des échanges commerciaux, la consommation de kombucha s’est
progressivement étendue bien au-dela de ses frontieéres d’origine. D’abord prisée en Chine, en
Corée et au Japon, cette boisson a gagné la Russie et I'Europe de I'Est, avant d’étre introduite en
Allemagne (Dutta & Paul et al., 2019 ; Jayabalan et al., 2014). A partir des années 1960, le
kombucha s'impose peu a peu en Europe, porté par lI'intérét croissant pour les produits artisanaux
et naturels (De Miranda et al., 2022). Des rapports récents indiquent que le kombucha figure
parmi les boissons fonctionnelles a la croissance la plus rapide a I’échelle mondiale (Li et al., 2022
; Kim et al., 2020). L'augmentation de consommation de cette boisson fonctionnelle en Europe
s'accompagne également une quantité importante de SCOBY, co-produit du kombucha d’‘ou

I'intérét de I'étudier et le valoriser.

2. Principe général de fermentation de Kombucha
La fabrication du kombucha repose sur la fermentation d’un thé sucré, le plus souvent issu de thé

noir, vert ou oolong (Martinez Leal et al., 2018). Cette fermentation est rendue possible grace a
un biofilm symbiotique regroupant levures et bactéries, connu sous le nom de SCOBY (Dutta et
al., 2019, Suffys et al., 2023). Cette structure, parfois appelée « champignon de thé », se
caractérise par une matrice riche en cellulose bactérienne, Ilui conférant une texture gélatineuse
et une morphologie spécifique (Dutta et al., 2019). Le jus de repiquage (kombucha fermenté
précédemment) est généralement ajouté a hauteur de 100 a 150 millilitre par litre de kombucha
(Chakravorty et al., 2016). Cet ajout permet avant tout d’ensemencer la fermentation mais
contribue également a l'abaisser du pH initial, ce qui inhibe la croissance de microorganismes
pathogenes, puisqu’ils ne peuvent se développer sous un pH inférieur a 4,7 (Laureys et al., 2020).
La fermentation dure généralement de 7 a 12 jours a température allant de 20°C et 25°C
(Chakravorty et al., 2016). Le récipient est habituellement couvert d’un tissu perméable a l'air
afin de permettre I'apport d’'oxygéne nécessaire a la fermentation du kombucha, tout en limitant
les risques de contamination (Jayabalan et al., 2014 ; Laureys et al., 2020).

Au fil de la fermentation, le thé acquiert progressivement une odeur caractéristique et des bulles
de gaz commencent a apparaitre en raison de la formation d’acide carbonique (Jayabalan et al.

2014). Apres 10 a 14 jours, la nouvelle pellicule de SCOBY se développe a la surface, formant



un disque couvrant I'ensemble du récipient (Jayabalan et al., 2014). Cette pellicule peut étre
séparée du milieu fermenté et conservée dans un faible volume de kombucha acide afin d’étre

réutilisée comme inoculum lors de fermentations ultérieures (Jayabalan et al., 2014).
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Figure 1. (a) Composants majeurs du kombucha (b) schéma de production du kombucha (Zailani et al., 2022)

Plusieurs facteurs tels que la nature du thé, la durée de fermentation, la température, le pH et la
quantité de substrats peuvent influencer la fermentation du kombucha et par conséquent le SCOBY
produit. La durée et la température de fermentation influencent fortement les caractéristiques du
kombucha (De Miranda et al., 2022 ; Nyhan et al., 2022). Une fermentation de 7 a 14 jours
permet d’atteindre un maximum d’antioxydants et de polyphénols, tandis qu’une fermentation
plus longue peut accroitre l'acidité et la cytotoxicité (Nyhan et al., 2022). La composition
microbienne évolue au fil du temps, avec un lien direct entre la diversité des levures et bactéries
et les propriétés biochimiques de la boisson (Villarreal-Soto et al., 2018 ; Nyhan et al., 2022). La
température influence fortement la croissance et l'activité des levures et bactéries, la diversité
microbienne, ainsi que la production d’acides organiques et de polyphénols (Nyhan et al., 2022).
Des températures plus élevées d’incubation permettent a certains micro-organismes de se
développer et augmentent les composés bioactifs, mais un exces peut oxyder les polyphénols et
altérer la qualité de la boisson (Nyhan et al., 2022). Par ailleurs, Il a été démontré qu’une
fermentation a 25 °C pendant 10 jours permet d’obtenir un produit microbiologiquement stable
présentant des qualités sensorielles satisfaisantes (Neffe-Skocinska et al., 2017). L'ensemble de
ces parametres souligne I'importance d’un contréle précis des conditions de fermentation afin de

maitriser la formation et les caractéristiques du SCOBY.

3. Composition nutritionnelle et bénéfices du Kombucha pour la santé
Le kombucha doit sa popularité croissante a ses bénéfices pour la santé. Une part importante des

composés bioactifs du kombucha provient des polyphénols du thé d’origine, mais également de
I'interaction entre les levures et les bactéries au cours de la fermentation (Martinez Leal et al.,
2018). Cette symbiose microbienne transforme les substrats en divers métabolites bénéfiques,

tels que des acides organiques, vitamines, polyphénols, éthanol, acides aminés, enzymes et



minéraux, conférant a la kombucha des propriétés anti-inflammatoires (Martinez Leal et al., 2018
; Kitwetcharoen et al., 2023). Par ailleurs, le kombucha constitue une source d’‘antioxydants,
présente des effets antimicrobiens et anti-age, et pourrait renforcer le systéme immunitaire tout
en contribuant a la prévention de maladies métaboliques et cardiovasculaires, notamment le

diabete et I'hnypertension (Jayabalan et al., 2014 ; Martinez Leal et al., 2018).

II Le SCOBY : structure, composition microbienne et biochimique

1. Composition microbiologique du SCOBY
Le SCOBY se développe a l'interface air-liquide au cours de la fermentation du kombucha et se

présente sous la forme d’une matrice cellulosique tridimensionnelle. Cette structure s’épaissit
progressivement avec le temps, résultant de l'activité métabolique d’'un consortium microbien
symbiotique (Mousavi et al., 2020). La structure du SCOBY est associée a la prédominance de
bactéries acétiques majoritairement affiliées au genre Komagataeibacter, anciennement classées
parmi les genres Acetobacter et Gluconacetobacter (Teoh et al., 2004 ; Jayabalan et al., 2014 ;
Marsh et al., 2014 ; Harrison et al., 2021). La communauté bactérienne du SCOBY est ainsi
généralement caractérisée par la présence d’'un nombre restreint de taxons dominants,
accompagnés de microorganismes minoritaires détectés a de faibles abondances relatives ,
incluant notamment des bactéries lactiques telles que Lactobacillus spp. et Pediococcus spp. (Teoh
et al., 2004 ; Marsh et al., 2014 ; Jayabalan et al., 2014).

Concernant la fraction de levure, le SCOBY abrite une communauté composée de levures
fermentaires et oxydatives, dominée par des espéces appartenant aux genres Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Torulaspora et Zygosaccharomyces, auxquelles s’ajoutent des levures
telles que Brettanomyces, Candida et Pichia (Teoh et al., 2004 ; Dutta et al., 2006 ; Chakravorty
et al.,, 2016). Cette population se caractérise par la prédominance d'un nombre restreint
d’especes, tandis que certains taxons secondaires, présents a plus faible abondance, participent
a la diversité et a la stabilité du consortium microbien.

La figure 2 présente lI'abondance relative des principaux groupes de bactéries et de levures

identifiés au sein du SCOBY associé au kombucha.
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Figure 2. Abondance relative des espéces fongiques (barres grises) et bactériennes (barres noires) identifiées au sein
du SCOBY (Dartora et al., 2023)

2. Role des levures, des bactéries acétiques et des bactéries lactiques dans le
SCOBY

a. Activités métaboliques des levures

Au début de la fermentation, les levures hydrolysent le saccharose en glucose et fructose grace a
I'action de l'invertase, une enzyme extracellulaire, permettant la mise a disposition de sucres
fermentescibles dans le milieu (Sievers et al., 1995 ; Zailani et al., 2022). Le glucose ainsi libéré
est ensuite métabolisé via la voie glycolytique et, en conditions anaérobies, conduit a la production
d’éthanol.(Sievers et al., 1995 ; Zailani et al., 2022). Ces conditions étant favorisées par
I'organisation du SCOBY qui maintient les bactéries acétiques a la surface du milieu tout en
confinant les levures dans la partie inférieure du biofilm, ou la disponibilité en oxygéne est limitée
(Coelho et al., 2020). Les levures préferent le glucose comme substrat lors de la production
d'éthanol (Dufresne et al., 2000).

b. Activités métaboliques des bactéries
Les bactéries acétiques sont des bactéries aérobies a Gram négatif, de forme bacillaire,
appartenant a la famille des Acetobacteraceae. (Gomes et al., 2018). Contrairement aux levures,
ces bactéries présentent une forte dépendance a l'oxygene, indispensable a leur croissance et a
leur activité métabolique (Villarreal-Soto et al., 2018). Elles sont capables d’utiliser les sucres
simples comme substrats, convertissant ainsi le glucose en acide gluconique et le fructose en
acide acétique (Laavanya et al., 2021). L'acide acétique formé favorise a son tour l'activité
métabolique des levures, en stimulant la production d’éthanol, lequel est ensuite oxydé en
acétaldéhyde par les bactéries acétiques (Laavanya et al., 2021). Les bactéries bénéficient
également de la présence de vitamines et de nutriments libérés lors de la lyse des cellules des
levures, ce qui contribue au maintien de leur activité métabolique au sein du consortium microbien

(Chakravorty et al., 2016). Au cours de la fermentation, la composition bactérienne évolue avec



le temps, avec une augmentation progressive des bactéries acétiques qui deviennent dominantes
(De Filippis et al., 2018). Cette évolution est corrélée a une production importante d’acides
organiques et a une acidification du milieu (De Filippis et al., 2018). Cela confirme le réle important
du temps de fermentation comme parameétre qui influence le développement du SCOBY. En outre,
certaines bactéries acétiques, en particulier celles du genre Komagataeibacter, sont reconnues
pour leur capacité a synthétiser de la cellulose microbienne extracellulaire, constituant la matrice
structurale du SCOBY et jouant un réle clé dans la formation et la stabilité du biofilm (Teoh et al.,
2004 ; Jayabalan et al., 2014).

La figure 3 résume les interactions métaboliques entre levures et bactéries acétiques dans le
SCOBY, montrant la transformation des sucres en éthanol par les levures, son oxydation en acide

acétique par les bactéries, et la biosynthése de la cellulose microbienne a partir du glucose.
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Figure 3. Illustration des processus métaboliques associés a l’utilisation des substrats par le SCOBY (Laavanya et al.,
2021).

II1. La cellulose microbienne issue du SCOBY : propriétés et procédés de mise en
ceuvre

1. Généralités sur la cellulose
La cellulose constitue le polymere glucidique le plus abondant, le plus accessible et le moins

colteux au monde (Esa et al., 2014) C'est un polysaccharide structural majeur, composant
fondamental de la paroi cellulaire des végétaux (Mishra et al., 2022 ; Choi et al., 2022), dont la
biosynthése n’est pas limitée aux plantes, puisqu’elle est également assurée par certaines
bactéries, algues et champignons (Klemm et al., 2004 ; Wang et al., 2019). La structure
moléculaire de la cellulose est constituée d’unités de d-glucopyranose en conformation chaise,



considérée comme la conformation la plus stable (Heinze, 2016). Ces unités sont reliées par des
liaisons B-1,4, ce qui provoque une rotation de 180° de la chaine (Heinze, 2016). La cellobiose
est I'unité répétitive et chaque unité comporte trois groupes hydroxyle réactifs dont un primaire

et deux secondaires (Heinze, 2016).

2. Différences entre cellulose végétale et cellulose bactérienne
L'origine de la cellulose influence fortement ses propriétés d'ou l'intérét de les comparer. La

cellulose bactérienne présente la méme formule moléculaire (CesH100s5)n que la cellulose d’origine
végétale ; néanmoins, ces deux formes different par leurs propriétés physiques et chimiques
(Shoda et al., 2005). La cellulose d’origine végétale est souvent associée a des quantités
importantes de lignine et d’hémicelluloses, cela nécessite des traitements chimiques intensifs pour
atteindre une pureté maximale (Choi et al., 2022 ; Mishra et al., 2022). En comparaison, la
cellulose bactérienne se distingue par sa pureté intrinséque, ainsi que par un degré de
polymérisation et un indice de cristallinité généralement plus élevés (Shoda et al., 2005 ; Huang
et al., 2014), auxquels s’ajoutent une résistance mécanique élevée, une excellente capacité de
rétention d’eau, ainsi qu’une biocompatibilité et une biodégradabilité marquées (Velasquez-Riafio
et al., 2017). De plus, la cellulose bactérienne présente également plusieurs avantages liés a son
mode de production. En effet, sa synthése par fermentation microbienne ne dépend pas de
contraintes climatiques ou saisonniéres, et permet un meilleur contrble des conditions de culture,
des rendements et des temps de production (Shi et al., 2014). De plus, la possibilité de
sélectionner ou de modifier les souches productrices aide a obtenir de celluloses bactériennes aux
propriétés ciblées (Shi et al., 2014). Enfin, la production de cellulose bactérienne peut s’appuyer
sur l'utilisation de substrats alternatifs, tels que des coproduits ou des déchets agro-industriels,
notamment le SCOBY du kombucha, renforcant l'intérét économique et environnemental de cette
approche (Shi et al., 2014). Ainsi, ces différences montrent que la cellulose bactérienne est un

matériau attractif pour des applications nécessitant une grande pureté.

3. Biosynthése de la cellulose microbienne par les bactéries acétiques
Comme mentionné précédemment, les bactéries acétiques sont responsables de la formation du

biofilm cellulosique caractéristique du SCOBY (Sievers et al., 1995 ; Teoh et al., 2004 ; Jayabalan
et al., 2014) . Elles produisent principalement deux formes de cellulose, désignées cellulose I et
cellulose II. La cellulose I correspond a un polymere cristallin organisé sous forme de rubans
composés de faisceaux de microfibrilles, tandis que la cellulose II est une forme amorphe,
thermodynamiquement plus stable que la cellulose I.

Cette cellulose est produite de maniére extracellulaire a partir de substrats carbonés disponibles
dans le milieu de fermentation comme le glucose, le saccharose ou encore |'éthanol (Villarreal-

Soto et al., 2018). La synthese de la cellulose repose sur des étapes enzymatiques successives



conduisant a l'assemblage de chaines de B-1—4-glucanes formant un réseau non ramifié
(Laavanya et al., 2021).

Au cours des premieres phases du processus fermentaire, les bactéries acétiques impliquées dans
la synthése de cellulose entrent dans une phase de prolifération favorisée par la disponibilité en
oxygene dissous dans le milieu (Villarreal-Soto et al., 2018). Bien que la biosynthese de cellulose
puisse étre initiée dans la phase liquide, la production la plus active est observée au niveau de
I'interface air-liquide, ou les conditions permettent de soutenir un métabolisme bactérien élevé
(Villarreal-Soto et al., 2018). La cellulose produite dans cette zone s’organise progressivement en
dépots successifs, conduisant a I'établissement d’une structure continue a la surface du milieu
fermenté (Villarreal-Soto et al., 2018).

Cette pellicule de SCOBY nouvellement formée contribue a maintenir un microenvironnement
favorable aux bactéries colonisatrices en assurant une concentration élevée en oxygéne a
proximité de la surface (Chawla et al., 2009). Par ailleurs, cette structure agit comme une barriére
protectrice, limitant I’exposition des microorganismes au desséchement et a I'action de composés
inhibiteurs naturellement présents dans le milieu (Chawla et al., 2009).

A mesure que la fermentation progresse, I'épaississement du biofilm résulte de I'ajout continu de
nouvelles couches de cellulose a la surface de la matrice existante, aboutissant a une organisation
tridimensionnelle partiellement immergée dans le milieu de culture (Villarreal-Soto et al., 2018).
La stabilité mécanique de cette structure repose sur |'établissement d'un réseau dense
d’interactions inter-chaines, incluant notamment des liaisons hydrogene et des interactions de
type C-H entre les polymeres cellulosiques (Villarreal-Soto et al., 2018). Toutefois, I'augmentation
de I’épaisseur de la pellicule entraine une limitation progressive de la diffusion de I'oxygéne vers
les couches internes, conduisant a I'emprisonnement des bactéries situées en profondeur et a une
réduction de leur activité métabolique (Villarreal-Soto et al., 2018). Ainsi, cette réduction de
I'activité métabolique pourrait se traduire par une limitation du rendement de SCOBY lors des
fermentations prolongées.

Par ailleurs, certains composés naturellement présents dans le thé, tels que la caféine, la
théophylline et la théobromine, semblent contribuer a la favorisation de la production de cellulose

bactérienne en stimulant I'activité des bactéries acétiques (Laavanya et al., 2021).

4. Purification de la cellulose microbienne issue du SCOBY en vue d’applications
alimentaires

A l'issue de la fermentation, le SCOBY récupéré contient encore des résidus du milieu de culture
et des cellules de bactéries et de levures (Chawla et al., 2009). Il est également imprégné de
divers produits métaboliques issus du processus fermentaire, incluant notamment des acides
organiques, des sucres, des vitamines, des acides aminés, des polyphénols et des lipides

(Laavanya et al., 2021). La purification des pellicules de cellulose constitue donc une étape



indispensable afin d’éliminer la biomasse microbienne et les résidus du milieu de culture, et
d’obtenir une cellulose bactérienne purifiée (Chawla et al., 2009). Une fois purifiée, la cellulose
bactérienne peut étre exploitée pour différentes applications, en raison de ses caractéristiques
intéressantes telles que sa porosité, sa perméabilité aux gaz et a I'eau, sa capacité d’absorption
de I'eau et sa résistance mécanique (Daus et al., 2025).

Plusieurs méthodes de purification de la cellulose microbienne ont été rapportées dans la
littérature. De maniére générale, trois grandes approches peuvent étre distinguées pour le
traitement des matériaux cellulosiques : les traitements alcalins, les traitements acides et
I'utilisation de solvants spécifiques, tels que les liquides ioniques, les solvants eutectiques profonds
ou encore les fluides supercritiques (Dima et al., 2017). Toutefois, dans le cas de la cellulose issue
du SCOBY, les traitements alcalins restent les plus largement employés (Amarasekara et al., 2020
; Daus et al., 2025).

Les solutions alcalines sont en effet largement reconnues pour leur capacité a éliminer les
impuretés d’origine protéique présentes dans les SCOBYs, principalement par clivage des liaisons
peptidiques induit par I'hydroxyde de sodium en milieu aqueux (Daus et al., 2025).

En plus de I’élimination de la biomasse microbienne et des composés protéiques, les traitements
alcalins sont également utilisés pour retirer les composés colorés présents dans les membranes
de kombucha, tels que les mélanoidines, responsables de la coloration brunatre observée avant
purification (Dima et al., 2017). Les mélanoidines correspondent a un ensemble hétérogene de
composés issus de réactions de Maillard entre sucres réducteurs et acides aminés, caractérisés
par une charge négative et une large distribution de masses moléculaires (Dima et al., 2017).
Bien que ces composés puissent présenter diverses activités biologiques, leur présence n’est pas
souhaitée dans le cadre de la valorisation de la cellulose microbienne comme matériau fonctionnel
(Dima et al., 2017).

Afin d’améliorer la pureté et |'aspect visuel de la cellulose purifiée, les traitements alcalins sont
combinés & des étapes de blanchiment ou de traitement oxydant (Amarasekara et al., 2020). A
cet égard, une étude comparative de quatre différentes méthodes de purification appliquées a des
pellicules de SCOBY a montré que l'utilisation de deux lavages successifs a I'hydroxyde de sodium
a concentration de 1M a 90 °C, suivis d'un blanchiment a I'hypochlorite de sodium (1,5 %) pendant
2 h, permettait d’obtenir la cellulose présentant le degré de blancheur le plus élevé, avec une
valeur de blancheur au leucometre de 81,4 + 4,8 (Amarasekara et al., 2020).

Dans un contexte d’application alimentaire, plusieurs études ont mis en ceuvre des protocoles de
purification reposant sur des traitements compatibles avec des matrices alimentaires et des
procédés de transformation courants. Par exemple, Li et al., 2022 ont décrit une approche
combinant des étapes de lavage a I'eau, un traitement oxydant modéré au peroxyde d’hydrogene,

un ajustement alcalin du pH et I'application d’ultrasons, afin de purifier la cellulose bactérienne



issue du SCOBY destinée a une incorporation dans des formulations alimentaires. Cette stratégie
vise a assurer une élimination efficace des résidus microbiens et du milieu de culture tout en
limitant I'utilisation de réactifs agressifs et en préservant la fonctionnalité du matériau (Li et al.,
2022).

De maniere similaire, Guo et al. ont utilisé un protocole de purification reposant sur un traitement
alcalin modéré a I'hydroxyde de sodium, appliqué a température élevée pendant un temps limité,
suivi d'étapes de lavage a l'eau et de réduction mécanique de la taille des particules. Cette
méthode a été employée pour obtenir une cellulose bactérienne purifiée destinée a la formulation
de gels complexes utilisés comme substituts de matieres grasses dans un modele de créeme glacée,
illustrant la faisabilité de procédés simples et reproductibles pour des applications alimentaires
(Guo et al., 2018).

Ces travaux montrent que, dans une perspective de valorisation alimentaire, les protocoles de
purification privilégient généralement des traitements alcalins et oxydants a concentrations
modérées, associés a des étapes de lavage et de désintégration mécanique, permettant d’obtenir
une cellulose bactérienne purifiée tout en répondant aux exigences de sécurité, de limitation des

résidus chimiques et de transposabilité des procédés.

5. Caractérisation de la pellicule de SCOBY
La caractérisation de la pellicule de SCOBY constitue une étape essentielle pour évaluer 'efficacité

des procédés de purification ainsi que I'impact des conditions de fermentation sur les propriétés
de la cellulose bactérienne obtenue. Elle permet également de comparer la cellulose issue du
SCOBY a d’autres formes de cellulose microbienne décrites dans la littérature. Plusieurs travaux
ont montré que les méthodes de purification, en particulier celles combinant des traitements
alcalins a température élevée et des étapes de blanchiment, influencent fortement la pureté et
I'homogénéité de la cellulose microbienne. Ces protocoles ont été identifiéss comme
particulierement efficaces sur la base de résultats concordants obtenus par spectroscopie FTIR,
analyse thermogravimétrique, microscopie électronique et mesures de blancheur, mettant en
évidence une élimination accrue des impuretés et une amélioration des propriétés du matériau
(Amarasekara et al., 2020 ; Daus et al., 2025).

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est largement utilisée pour confirmer la
nature cellulosique du matériau obtenu aprés purification, vérifier I'absence de modifications
chimiques induites par les traitements (Amarasekara et al., 2020), et apporter des informations
sur l'‘organisation des liaisons hydrogéne, directement impliquées dans les propriétés
fonctionnelles de la cellulose microbienne cellulose (Chaussée et al., 2025). Le Tableau 1 présente
la correspondance entre les principales longueurs d’onde FTIR et les groupements fonctionnels

associés. Les bandes caractéristiques associées aux groupements hydroxyles, aux liaisons C-H et



aux vibrations C-0 et C-O-C permettent de vérifier l'intégrité de la structure polysaccharidique
de la cellulose bactérienne (Chaussée et al., 2025). En outre, certaines bandes situées dans la
région des déformations des groupements CH2 ont été corrélées au degré d’organisation et a la
cristallinité du matériau, fournissant des indications sur l'influence des conditions de traitement

sur la structure de la cellulose (Chaussée et al., 2025).

Tableau 1 Correspondance entre les longueurs d’‘onde FTIR et les groupements fonctionnels de la
cellulose microbienne (Chaussée et al., 2025 )

Longueur d'ondes (cm-—1) Groupement fonctionnel
3389 O-H
2906 C-H
1641 O-H
1384 C-H
1200-1000 C-0O-Cet C-0O
826 liens B 1-4

Les propriétés thermiques de la cellulose microbienne sont généralement évaluées par analyse
thermogravimétrique, qui permet d’apprécier sa stabilité et son comportement a la dégradation
(Amarasekara et al. 2020). Une décomposition thermique de la cellulose bactérienne est
généralement observée a des températures comprises entre environ 270 et 300 °C, avec des
variations liées au degré de purification et a la présence de composés résiduels (Chaussée et al,
2025). Une corrélation entre la pureté de la cellulose et la quantité de résidu carboné a haute
température a également été mise en évidence, soulignant l'intérét de cette technique pour
évaluer l'efficacité des protocoles de purification (Amarasekara et al., 2020 ; Chaussée et al,
2025). En effet, une présence plus faible de résidus témoigne d’une meilleure purification
(Amarasekara et al., 2020)

La microscopie électronique a balayage est couramment employée pour examiner la morphologie
et I'organisation du réseau nanofibrillaire de la cellulose microbienne (Amarasekara et al., 2020
; Daus et al., 2025).. La figure 4 représente les micrographies de pellicules de SCOBY purifiées a
23°C et 90°C, illustrant l'influence de la température de purification sur la structure du matériau.
Le protocole de purification utilisé repose sur un traitement alcalin a I'hydroxyde de sodium (1 M),

suivi d’'une étape de blanchiment au peroxyde d’hydrogéne a 1,5 % (Amarasekara et al., 2020).
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Figure 4. Micrographies de pellicules de SCOBY purifiées a 23°C (a gauche) et 90°C (a droite) (Amarasekara et al.,
2020).

Les observations rapportées dans la littérature montrent que les celluloses purifiées présentent
généralement un réseau fibrillaire dense et homogéne, tandis que les pellicules de SCOBY non
purifiées peuvent contenir des résidus microbiens et des dépots inorganiques (Amarasekara et al.,
2020 ; Daus et al., 2025). Ces analyses confirment l'efficacité des traitements de purification et
mettent en évidence l'influence des conditions de traitement sur la compacité et 'homogénéité du
matériau (Amarasekara et al., 2020 ; Daus et al., 2025).

Enfin, la forte capacité de rétention d’eau de la cellulose microbienne, liée a sa morphologie
nanofibrillaire et a sa teneur élevée en groupes hydroxyles, constitue une caractéristique
importante des celluloses bactériennes (Daus et al, 2025). Les études montrent que la
déshydratation de la cellulose entraine une réduction de I'épaisseur et de la porosité du réseau,
due a l'agrégation des fibres, ce qui impacte les propriétés de gonflement et d’absorption d’eau
(Daus et al., 2025). Ces phénomenes soulignent I'importance des conditions de séchage et de
modification structurale pour préserver les propriétés fonctionnelles de la cellulose bactérienne,

en particulier dans une perspective d’application alimentaire (Daus et al, 2025).

IV. Valorisation du SCOBY dans lI'alimentation

1. Applications de la cellulose bactérienne dans le domaine alimentaire
La cellulose bactérienne suscite un intérét croissant dans le domaine alimentaire en raison de ses

propriétés déja détaillées précédemment, qui la distinguent des celluloses d’origine végétale. La

figure 5 présente les différentes applications alimentaires de la cellulose bactérienne.
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Figure 5. Applications alimentaires de la cellulose bactérienne (Shi et al., 2014)

Son usage alimentaire n’est pas récent, comme l'illustre la production du nata de coco, un dessert
traditionnel obtenu par fermentation de substrats sucrés, largement consommé en Asie du Sud-
Est (Ullah et al., 2016 ; Lin et al., 2023). Ce produit, apprécié pour sa texture lisse et sa neutralité
sensorielle, constitue un exemple emblématique démontrant la comestibilité et I'acceptabilité de
la cellulose bactérienne dans des matrices alimentaires (Ullah et al., 2016 ; Lin et al., 2023). Au-
dela de cet usage a I'état brut, la littérature met en évidence le potentiel de la cellulose bactérienne
comme ingrédient technofonctionnel, capable de remplir divers r6les dans des formulations
alimentaires. Grace a son réseau nanofibrillaire tridimensionnel et a sa forte capacité de rétention
d’eau, elle peut agir comme agent épaississant, stabilisant, gélifiant ou agent de suspension,
contribuant ainsi a I'amélioration de la rhéologie, de la texture et de la stabilité de différents
produits (Lin et al, 2023 ; Ullah et al.,2016 ; Shi et al., 2014). Des applications ont été rapportées
dans diverses matrices alimentaires, notamment les boissons, les produits carnés et les desserts
glacés, ou la cellulose bactérienne contribue a limiter la séparation de phases et a améliorer la
stabilité structurale et la rétention d’eau, y compris aprés stockage ou traitement thermique (Shi
et al., 2014 ; Lin et al., 2023). Par ailleurs, une étude a démontré que la cellulose bactérienne en
association avec des isolats de protéines de soja peut agir comme substitut partiel de matieres
grasses dans des formulations a teneur lipidique réduite (Guo et al., 2018). En tant que fibre
alimentaire, la cellulose bactérienne présente également des propriétés physiologiques d'intérét,
notamment une forte capacité de rétention d’eau et d’échange ionique, qui ont été associées a
des effets potentiels sur la réduction du cholestérol et I'amélioration du profil nutritionnel de
certains aliments (Ullah et al., 2016 ; Shi et al., 2014). Bien que des applications aient également

été explorées dans des domaines connexes, tels que le conditionnement alimentaire, la littérature



souligne le potentiel de la cellulose bactérienne comme ingrédient fonctionnel destiné a améliorer

la qualité, la stabilité et la texture des produits alimentaires transformés (Shi et al., 2014).

2. Role potentiel du SCOBY dans la structuration et la stabilité des sorbets
Les sorbets constituent des matrices alimentaires glacées caractérisées par une

formulation simple, reposant principalement sur l'eau, les sucres et les fruits. Contrairement aux
glaces, elles ne contiennent pas de protéines laitieres et de matieres grasses structurantes ce qui
veut dire que leurs propriétés texturales et leur stabilité dépendent fortement de I'organisation de
la phase aqueuse, de la fraction d’eau non gelée et des caractéristiques des cristaux de glace.
Les texturants utilisés dans les matrices glacées agissent principalement comme en augmentant
la viscosité de la phase continue, en limitant la mobilité de I'eau et en réduisant la croissance et
la recristallisation des cristaux de glace (Mehta et al., 2024). Ces mécanismes contribuent a
ralentir la fonte, a améliorer la tenue structurale et a conférer une texture plus homogéne au
produit final (Mehta et al., 2024) . Toutefois, I'efficacité de ces ingrédients dépend étroitement de
leur nature, de leur morphologie et de leur mode d’incorporation, différentes fibres pouvant induire
des mécanismes d’action distincts au sein de la matrice glacée (Costa et al., 2019).

La cellulose bactérienne, par sa structure, a une capacité élevée de rétention d’eau et une
aptitude marquée a structurer la phase aqueuse, propriétés qui ont été associées a une limitation
de la mobilité de I'eau non gelée et a un ralentissement de la cinétique de fonte dans des matrices
glacées (Gelin et al., 2007 ; Sederavicitté et al., 2019 ; Guo et al., 2018).

Plusieurs études ont ainsi rapporté que l'incorporation de cellulose bactérienne dans des produits
glacés peut conduire a une augmentation de la consistance et de la fermeté, ainsi qu’a une
diminution de la vitesse de fonte, traduisant une structuration plus efficace du systeme (Guo et
al., 2018 ; Mehta et al., 2024). Ces effets sont généralement attribués a la formation d’un réseau
fibrillaire capable de piéger I'eau et de limiter les échanges entre les cristaux de glace et la phase
non gelée (Shi et al., 2014 ; Guo et al., 2018 ; Lin et al., 2023). Néanmoins, la relation entre la
concentration en cellulose bactérienne et les propriétés finales du produit n’est pas
nécessairement linéaire, certaines études suggérant I'existence de concentrations seuils au-dela
desquelles I'organisation du réseau devient moins optimale (Guo et al., 2018 ; Mehta et al., 2024).
Au-dela des parameétres mécaniques mesurés a |’échelle macroscopique, la perception de la
texture des produits glacés dépend fortement des mécanismes de fonte ainsi que des conditions
de lubrification lors de la consommation (Wang et al., 2019). Des études récentes ont montré que
la cinétique de fonte et les propriétés tribologiques sont étroitement corrélées a plusieurs attributs
sensoriels, notamment la douceur percue, la sensation de lissage en bouche et l'acceptabilité
globale des produits glacés (Wang et al., 2019). Plus spécifiqguement, une diminution de la mobilité

de l'eau combinée a une amélioration des propriétés de lubrification a été associée a une



perception accrue de l'onctuosité et a une amélioration de la qualité sensorielle dans des glaces

formulées avec des agents structurants (Mehta et al., 2024).

Matériel et méthode

I. Production de kombucha
Pour la préparation d’un litre de kombucha, 300 mL d’eau de distribution sont d’abord portés a

ébullition. On y ajoute un mélange de thé vert Chun Mee Moon Palace et de thé noir English
Breakfast (1 : 1) en concentration totale de 8 g/L (soit 4 g/L de chaque type de thé). L'infusion
est maintenue pendant 10 minutes.

Aprés ce temps d’infusion, 60 g de saccharose est incorporée dans le liquide chaud afin d’assurer
une dissolution compléte. Ensuite, 600 mL d’eau froide sont ajoutés. L'infusion sucrée est ensuite
laissée refroidir a température ambiante jusqu’a atteindre 30 °C. Une fois la température
stabilisée, 10 g de SCOBY et 100 mL de jus de repiquage (JR), provenant d’un lot de kombucha
fermenté dans les mémes conditions, sont ajoutés. Le mélange est ensuite transféré dans un sac
en silicone, puis la fermentation est conduite a 25 °C dans une chambre controlée. La figure 6
illustre la production de kombucha en sacs de silicone.

Différents parametres expérimentaux ont été modifiés afin d’évaluer leur influence sur le
processus de fermentation, notamment la quantité initiale de SCOBY par litre de kombucha (10g,
20g, 30g), la quantité initiale de jus de repiquage par litre de kombucha (100mL, 200mL) et la
durée de fermentation (17, 114, ]21).

Figure 6. Production de kombucha en sacs de silicone suspendus, réalisée dans une chambre a température
contrélée (25 °C).

La méme procédure expérimentale a été réalisée dans des conteneurs gastronormés en inox (GN
2/3, 354 x 325 x 40 mm). Les conteneurs ont été successivement recouverts d’un tissu, puis

d’un couvercle en silicone, permettant le passage de I'oxygene.



Figure 7. Production de kombucha dans conteneurs gastronormés en inox avec couvercle en silicone réalisée dans
une chambre a température contrélée (25 °C).

A l'issue de la premiere fermentation, le SCOBY initial ainsi que le SCOBY nouvellement formé
sont séparés du liquide de kombucha. Ils sont placés dans des sachets, scellés, mis sous vide,
puis conservés a 4 °C.

Le jus de repiquage (JR) est récupéré et conservé a température ambiante en vue de son
utilisation lors des fermentations suivantes de kombucha.

Une partie du SCOBY est utilisée pour les fermentations suivantes, tandis que l'autre est destinée
aux analyses physicochimiques et sensorielles. La conservation a basse température ralentit

fortement l'activité fermentaire.

I1. Lavage et purification du SCOBY
Sur la base du protocole décrit par Amarasekara et al. (2020), la nouvelle pellicule de SCOBY

formée a l'interface air-liquide est retirée du milieu de fermentation. Elle est rincée deux fois avec
500 mL d’eau distillée, puis séchée par tamponnement a I'aide de mouchoirs en papier.

Ensuite, la pellicule est immergée dans 50 mL d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium
(NaOH) a 1 M, puis placée dans un bain thermostaté a 20 °C pendant 1 h. Aprées cela, elle est
retirée de la solution alcaline, lavée avec de l'eau distillée (6 x 500 mL), séchée par
tamponnement, puis pesée.

Cette pellicule est ensuite trempé dans un second bain alcalin, placé dans un bain thermostaté a
20 °C pendant 1 h, puis lavée, séchée et pesée selon les mémes modalités.

Aprés les traitements alcalins, la pellicule est transférée dans 50 mL d’une solution aqueuse de
peroxyde d’hydrogéne (H202) a 1,5 % (m/m) et maintenue dans un bain thermostaté a 20 °C
pendant 2 h. Elle est ensuite retirée du bain oxydant, lavée avec de I'eau distillée (6 x 500 mL),
séchée par tamponnement et pesée.

La méme procédure est répétée a 90°C, en conservant les mémes concentrations et durées de

traitement.



Apres purification, les pellicules sont traitées selon deux modalités distinctes. Certaines pellicules
sont conditionnées a I'état frais, mises sous vide et conservées a 4 °C. Les autres pellicules sont
soumises a un séchage en étuve a 50 °C pendant 20 h, puis conservées a température ambiante
jusqu’a leur utilisation ultérieure. Afin d’évaluer l'efficacité du traitement de purification, deux
facteurs sont calculés.
Le facteur d’évolution de masse humide a été calculé selon la formule suivante:
Fhumide= Mhumide finale / Mhumide inoculum

OU Mhumide finale COrrespond a la masse de SCOBY mesuré aprés purification et Mnumide inoculum @ la
masse de SCOBY utilisée pour I'inoculation (soit 10g).
La fraction massique résiduelle a été calculée selon la formule suivante:

Fresiduelle=Mrésiduelle apres étuvage / Mhumide avant purification et étuvage
OU Miresiduelle apres étuvage COrrespond a la masse apres purification et étuvage et Mhumide avant purification et

étuvage COrrespond a la masse avant purification et étuvage.

II1. Caractérisation du SCOBY
Les SCOBY sont d'abord congelés a —20 °C pendant au moins 24h, afin d’assurer une solidification

compléete de la matrice. Les échantillons congelés sont ensuite transférés dans un lyophilisateur
pour une étape de séchage par sublimation. La lyophilisation est réalisée a une température de
plateau inférieure a —40 °C, sous pression réduite, jusqu’a obtention d’un échantillon totalement
sec (48 h).

A l'issue du procédé, les SCOBY lyophilisés sont récupérés et conservés dans des conditions

seches, a température ambiante, jusqu’a leur utilisation pour les analyses.

1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
Les analyses FTIR sont réalisées sur des SCOBY prélevés aux jours J7, J14 et ]J21, aprés

purification a 20 °C et a 90 °C, respectivement. Les spectres sont acquis en mode transmission a
I'aide d’un spectrometre Bruker Vertex 70 équipé d’'un module HTS-XT, dans la gamme 4000-400
cm~1, avec une résolution de 2 cm™1 et 32 scans par échantillon. La calibration de I'appareil est

effectuée conformément aux recommandations du fabricant.

2. Capacité d’absorption d’eau du SCOBY
La capacité de d'absorption d’eau est déterminée sur des SCOBY lyophilisés, prélevés aux jours

J7, 314 et 121, aprés purification a 20 °C et a 90 °C. Une masse de 0,04 g d’échantillon est pesée
puis immergée dans 15 mL d’eau distillée a température ambiante. Apres 24 h d'immersion, les
échantillons sont retirés, égouttés afin d’éliminer I'excés d’eau de surface, puis pesés a nouveau.
La capacité d’absorption d’eau est calculée a partir du rapport entre la masse aprés immersion et

la masse initiale séche.



La capacité d’absorption d’eau est calculée a partir du gain de masse relatif, selon le rapport

(maprés immersion — Minitiale séche)/Minitiale séche

3. Thermogravimétrie
Les analyses thermogravimétriques sont réalisées a I'laide d’un analyseur thermogravimétrique

TGA/DSC 2 STARe System. Les mesures sont effectuées sur des échantillons de SCOBY récoltés
apres 14 jours de fermentation, apres purification a 20 °C et a 90 °C, ainsi que sur de la cellulose
microcristalline (MCC), d’origine végétale, utilisée comme cellulose de référence.

Les échantillons sont placés dans des creusets adaptés, puis soumis a un programme de chauffage
controlé. La variation de masse en fonction de la température est enregistrée afin d’évaluer la

stabilité thermique des différents échantillons.

4. Microscopie électronique a balayage
Les analyses en microscopie électronique a balayage sont réalisées sur des échantillons de SCOBY

purifiés a 90 °C, récoltés apres 14 jours de fermentation. Elles sont réalisées a l'aide d’un
microscope Hitachi SU8020 (100 V-30 kV) de la société Hitachi (Tokyo, Japon). Tous les
échantillons ont été métallisés par pulvérisation cathodique d’or afin d’éviter les effets de charge

lors du balayage par le faisceau d’électrons.

5. Analyses microbiologiques
Les analyses microbiologiques sont réalisées sur des échantillons de SCOBY frais et lyophilisés,

prélevés apreés 7, 14 et 21 jours de fermentation, puis purifiés a 20 °C et a 90 °C. Un échantillon
frais non traité, prélevé apres 21 jours de fermentation, est également analysé.

Pour les échantillons lyophilisés, une surface d’environ 1 cm?2 est prélevée et mise en suspension
dans 1 mL d’eau stérile. Les échantillons frais sont préparés selon la méme procédure. Les
suspensions sont homogénéisées avant analyse.

Un volume de 50 pL de chaque suspension est ensemencé par étalement sur un milieu Plate Count
Agar (PCA). Les boites sont incubées a 30 °C dans un incubateur humidifié pendant 72 h.

Apres incubation, les colonies formées sont comptées, et les résultats sont exprimés en unités

formant colonie (UFC) par surface de SCOBY analysée.

IV. Formulation de sorbets
Le sorbet témoin est préparé selon une formulation classique, ajustée afin d’obtenir 1 L de sorbet

fini. Une solution sucrée est préparée en dissolvant 200 g de sucre dans 300 mL d’eau, sous
agitation et chauffage modéré jusqu’a dissolution complete. Apres refroidissement a température

ambiante, cette solution est incorporée a 500 g de purée de fraise (Boiron®, France).



Le mélange est homogénéisé puis placé au froid positif (4 °C) pendant 5 h afin d’assurer une pré-
réfrigération complete de la préparation.

La transformation en sorbet est réalisée a l'aide d'une sorbetiere Gelato Expert Magimix®
(référence 11680), en utilisant le cycle automatique « Glace artisanale ». Avant l'introduction de
la préparation, le mode froid est mis en marche pendant 5 minutes afin de pré-réfrigérer le bol.
La préparation pré-réfrigérée est ensuite versée dans le bol et le cycle de turbinage est lancé.

A Vissue du cycle automatique, la machine bascule automatiqguement en mode conservation
pendant 2 h. Le sorbet obtenu est ensuite conditionné et conservé a -20 °C jusqu’aux analyses
physicochimiques et sensorielles.

La formulation témoin (Blanc) est préparée sans ajout d’ingrédient fonctionnel. Une deuxiéme
formulation est obtenue par ajout de 5 g/L de stabilisant commercial Stabpur® (Louis Francgois).
Une troisieme formulation est réalisée par incorporation de 0,5 g/L de cellulose microcristalline
(MCC, BulkSupplements®, USA), correspondant a une quantité équivalente a 20 g/L de SCOBY
sec.

Trois autres formulations sont préparées par ajout de SCOBY frais préalablement broyé, a des
concentrations respectives de 20 g/L, 50 g/L et 100 g/L. L'incorporation des additifs, de la MCC
ou du SCOBY est réalisée lors de I'étape de mélange de I'eau avec le sucre.

Le SCOBY incorporé est récupéré apres 14 jours de fermentation du kombucha. Il est ensuite
purifié thermiquement a 90 °C comme détaillé précédemment, refroidi, puis conservé frais sous
vide jusqu’a son utilisation. Avant incorporation dans les formulations, le SCOBY est broyé afin

d’assurer une dispersion homogéne dans la matrice du sorbet.

V. Analyse des parameétres physicochimiques et sensoriels des sorbets

1. Evaluation de la texture
La texture des six formulations de sorbet est évaluée a I'aide d'un texturomeétre IKA® T18D. Pour

chaque formulation, 50 g de sorbet sont préalablement pesés, conditionnés dans des pots
cylindriques en plastique d’'un diameétre de 60 mm, puis congelés a -20 °C jusqu’a l'analyse.
Avant la mesure, les échantillons sont sortis du congélateur et laissés a température ambiante
pendant 5 minutes. Les essais de texture sont réalisés directement dans les pots, selon un test
de compression suivie d’une traction, a I'aide d’une sonde sphérique de 2cm de diametre. Les
parametres instrumentaux sont fixés a une vitesse de déplacement de 60 mm/min et une
profondeur de pénétration de 24 mm.

L'acquisition et le traitement des données sont assurés par le logiciel Nexygen Plus® version 4.1
associé a l'appareil. Parmi les parametres calculés, la fermeté, la consistance, la cohésion et
I'indice de viscosité sont retenus pour I'analyse des différentes formulations. L'évaluation de la

texture est réalisée en triplicat.



2. Test de fonte
Le test de fonte du sorbet ainsi que le calcul du taux d’égouttement ont été réalisés selon la

méthode décrite par Koxholt et al. (2001). Les échantillons de sorbet ont été conservés a -20 °C
pendant 24 h avant analyse.

Les essais sont effectués dans une chambre a température contrélée maintenue a 20 °C, afin de
limiter les variations environnementales. Les échantillons sont soumis directement au test de fonte
des leur sortie du congélateur, pour d’éviter tout biais lié a une élévation préalable de la
température.

Une portion de sorbet de 40 g, prélevée au centre du contenant (diametre approximatif de 8,0
cm), est placée sur un treillis métallique présentant une densité de 3 trous/cm. Un bécher de 250
mL est positionné sous le treillis et placé sur une balance afin de recueillir la fraction fondue et
égouttée.

La masse de la phase égouttée est enregistrée toutes les 5 minutes pendant une durée totale de

35 minutes. Le test de fonte est réalisé en triplicat pour chaque formulation de sorbet.

3. Analyse sensorielle
Une évaluation sensorielle de type test d’appréciation hédonique a été réalisée afin d’évaluer

I'acceptabilité des sorbets a la fraise par les consommateurs. L'analyse sensorielle s’est déroulée

sur deux jours consécutifs.

Quatre formulations de sorbet ont été soumises a I'évaluation sensorielle : la formulation témoin
(Blanc), la formulation contenant 5 g/L de stabilisant Stabpur®, la formulation enrichie en 0,5 g/L
de cellulose microcristalline (MCC) et la formulation contenant 20 g/L de SCOBY frais. Le SCOBY
utilisé est récupéré apres 14 jours de fermentation du kombucha, puis purifié thermiquement a
90 °C avant son incorporation dans la matrice du sorbet.

Pour chaque échantillon, une quantité équivalente a environ deux cuilléres a soupe de sorbet est
servie dans des pots individuels d’environ 4 cm de hauteur. Les échantillons sont sortis du
congélateur et laissés a température ambiante pendant 5 minutes avant dégustation, afin de

limiter les biais liés a la température.

Chaque échantillon est codé a l'aide d’'un numéro aléatoire a trois chiffres et présenté aux
participants selon un ordre de dégustation aléatoire. Les sorbets sont servis de maniére
monadique (un échantillon a la fois) et accompagnés d’un verre d’eau pour le rincage de la bouche

entre les dégustations.



L'évaluation sensorielle est réalisée a I'aide d’une échelle hédonique a 5 points, portant sur les
criteres suivants : couleur, odeur, texture, go(t, tenue et tartinabilité, ou 1 = pas du tout d’accord
et 5 = tout a fait d’accord. Dans un premier temps, les participants évaluent la texture a la cuillére,
puis, apres dégustation, ils évaluent la texture en bouche et le golt du sorbet. Le formulaire
d’évaluation sensorielle est présenté en Annexe. Les réponses recueillies permettent de comparer

I'acceptabilité sensorielle des différentes formulations.

VI Analyse statistique
Les analyses statistiques et les représentations graphiques ont été réalisées a I'aide du logiciel

RStudio. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne % écart-type, a partir d’au moins
trois répétitions indépendantes par condition expérimentale.

Les effets des facteurs expérimentaux ont été évalués par analyses de variance (ANOVA), lorsque
les conditions d’application des tests paramétriques étaient satisfaites. Les comparaisons des
moyennes, notamment pour I'analyse sensorielle, ont été réalisées lorsque cela était pertinent.

Le seuil de significativité a été fixé a p < 0,05.

Présentation de schéma expérimental

Le plan expérimental de cette étude a été congu afin d’évaluer, de maniere progressive et intégrée,
les conditions de production du SCOBY, son traitement, sa caractérisation, puis sa valorisation

dans une matrice alimentaire.

Dans un premier temps, les parametres de production du SCOBY ont été optimisés en étudiant
I'influence de plusieurs facteurs clés de la fermentation du kombucha. L'effet de la durée de
fermentation a été évalué, de méme que I'impact de la quantité initiale de substrat, incluant la
masse initiale de SCOBY et la proportion de jus de repiquage utilisée comme inoculum. Par ailleurs,
I'influence du type de contenant de fermentation a également été étudiée, afin d’évaluer son rdle
potentiel sur la formation et la structuration du SCOBY. Ces différentes conditions ont permis

d’identifier des tendances générales de croissance et de variabilité du SCOBY.

Dans un second temps, les SCOBY obtenus ont été soumis a des procédés de purification visant
a évaluer I'impact des traitements thermiques sur leurs propriétés. Deux modalités de purification
ont été comparées : une purification réalisée a 20 °C et une purification thermique a 90 °C. Ces
traitements ont été appliqués afin de mettre en évidence I'impact de la température sur la charge
microbienne et d’évaluer leur influence sur la structure et la fonctionnalité de la cellulose

bactérienne obtenue.



Les SCOBY purifiés ont ensuite fait I'objet d’'une caractérisation approfondie, incluant des analyses
microbiologiques ainsi que des analyses physico-chimiques (FTIR, MEB, capacité d’absorption
d’eau...)., permettant de décrire les effets des parametres de fermentation et des traitements de

purification sur les propriétés et la structure du SCOBY.

Sur la base de ces résultats, un SCOBY sélectionné apres 14 jours de fermentation et purifié a 90
°C a été retenu pour la phase de valorisation alimentaire. Ce SCOBY a été incorporé dans une
matrice de sorbet a la fraise, a différentes concentrations, puis comparé a des formulations
témoins contenant soit un stabilisant commercial (Stabpur), soit de la cellulose microcristalline
(MCC) d’origine végétale, ainsi qu’a une formulation sans additif. L'objectif de cette étape était
d’évaluer lI'impact spécifique de l'incorporation du SCOBY sur les propriétés technologiques,

physico-chimiques et sensorielles du produit final.

1. Optimisation de la production

|

Durée de fermentation Masse initiale de SCOBY Masse initiale de SCOBY et de JR Contenant
P Pl ey 7R P
7 14 J21 10g 20 30 10 10g 20g 20g Bac Sac
0% 20% 10% 20% gastronorme  en silicone
L. Purification
|
{ )}
20°C 90°C
P P i ey
17 )14 J21 7 114 J21
11l. Caractérisation
|
Analyses FTIR Capacité d'absorption MEB Thermogravimétrie
microbiologiques deau

IV. Incorporation dans les formulations

Choix du SCOBY J14 90°C

I
( ! ! ! ! 1

MCC SCOBY Scosy SCoBY Blanc Stabpur
20g/L 50g/L 100g/L
L b)
\
Test de texture Test de fonte Analyse sensorielle

Figure 8. Schéma expérimental



Résultats et discussions

I. Optimisation de la production du SCOBY
Le but de cette premiére étape est de comprendre et d’évaluer l'impact de la variation de certains

parametres de la fermentation du kombucha sur la production du SCOBY. Les parameétres étudiés
sont le temps de fermentation, la quantité initiale de JR et de SCOBY ainsi que le type de
contenant. Cette étape permettra de sélectionner les conditions de fermentation optimales pour

un rendement en SCOBY maximal.

1. Influence du temps de fermentation sur la formation du SCOBY
La figure 9 présente I’'évolution de la masse humide de SCOBY en g/L produite en fonction de la

durée de fermentation. Trois fermentations indépendantes (F1, F2 et F3) ont été conduites. Pour
chacune delles, la production de SCOBY a été évaluée aprés 7, 14 et 21 jours de fermentation. A
chaque temps de prélévement, trois sacs ont été collectés et le SCOBY correspondant a été pesé,

constituant trois répétitions expérimentales. Les données brutes sont présentées en annexe.

Les résultats de cet expérience montrent que la masse de SCOBY augmente de maniéere
significative avec le temps de fermentation. Aprés 7 jours, la masse moyenne est de 38,3 + 4,5
g, tandis qu’elle atteint 58,9 + 7,3 g aprés 14 jours. Aprés 21 jours de fermentation, la masse
moyenne s’éleve a 130,1 + 33,9 g, soit une masse environ 3 a 4 fois supérieure a celle mesurée
a J7. Cette augmentation est statistiquement significative entre J7 et J14 (p < 0,05) et hautement
significative entre J7 et J21 ainsi qu’entre J14 et J21 (p < 0,001). L'augmentation de la masse de
SCOBY s’accompagne d’une augmentation de la variabilité au cours du temps, comme le montre
I'accroissement de I'écart-type entre J7 et J21, traduisant une dispersion plus importante des
valeurs mesurées a 21 jours de fermentation.
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Figure 9 Evolution de la quantité de SCOBY (g) produite en fonction de la durée de fermentation (moyenne + écart-
type ; n=3)



L'augmentation progressive de la masse humide du SCOBY observée entre 7, 14 et 21 jours
confirme que la durée de fermentation constitue un facteur déterminant dans la production de
cellulose bactérienne. Dans le dispositif expérimental utilisé dans cette étude, la fermentation a
été réalisée dans des sacs en silicone, dont les propriétés different de celles des jarres en verre
traditionnellement employées pour la production de kombucha. Ces sacs présentent une
perméabilité a l'oxygene, favorisant les échanges gazeux avec le milieu extérieur. Cette
disponibilité accrue en oxygene est susceptible de stimuler la production de cellulose bactérienne,
celle-ci étant fortement dépendante de I'acceés a I'oxygene, parametre clé de I'activité métabolique
des bactéries acétiques impliquées dans la formation du SCOBY (Ruka et al., 2012 ; Al-Kalifawi et
al., 2014).

L'augmentation de la masse humide de SCOBY s’accompagne également d’une variabilité
croissante des valeurs mesurées a mesure que la fermentation progresse. Cette dispersion
marquée peut étre expliquée par la dynamique de formation du biofilm et la nature hétérogene

du SCOBY, décrit comme un consortium microbien structuré et évolutif (Chakravorty et al., 2016).

Dans l'ensemble, les tendances observées sont globalement similaires entre les répétitions
expérimentales et les fermentations indépendantes, indiquant que la production de SCOBY suit
une dynamique globalement reproductible dans les conditions étudiées. L'augmentation de la
variabilité a des durées de fermentation prolongées (J21) suggere toutefois que cette dynamique

devient progressivement plus sensible aux fluctuations de ce systéme biologique complexe.

La figure 10 illustre I’évolution de I'épaisseur du biofilm en fonction de la durée de fermentation.
Cette figure met en évidence une augmentation progressive de |I'épaisseur du SCOBY entre 7, 14

et 21 jours de fermentation.

Figure 10. Photographies de SCOBY récupéré aprés 7 jours, 14 jours et 21 jours de fermentation (de gauche a
droite)



L'augmentation de I'épaisseur du SCOBY observée avec I'allongement de la durée de fermentation
est en accord avec les données de la littérature, qui rapportent une augmentation concomitante
de I'épaisseur et du rendement en cellulose bactérienne au cours du temps (Jayabalan et al., 2014
; Laavanya et al., 2021 ; Wang et al., 2019). Apres une phase initiale de croissance dans la phase
liquide, la formation du biofilm se poursuit principalement par un épaississement progressif une
fois que la surface du milieu est entierement recouverte (Al-Kalifawi et al., 2014). Cette
dynamique de croissance, fortement dépendante de la disponibilité en oxygene et de la surface
de contact air-liquide, permet d’expliquer I'augmentation continue de I'épaisseur du SCOBY au fur
et a mesure de la fermentation (Ruka et al., 2012).

De plus, I'épaississement du SCOBY s’accompagne d’une augmentation de la quantité d’eau
retenue au sein de la matrice cellulosique. Ce phénoméne est directement lié a I'organisation
poreuse et fortement hydrophile du réseau nanofibrillaire de la cellulose bactérienne, capable de
piéger de grandes quantités d’eau a I'état hydraté, contribuant ainsi a l'augmentation de
I'épaisseur mesurée du biofilm (Daus et al., 2025). Cela impacte également le rendement

massique car la masse mesurée est en effet une masse humide.

2. Influence de la masse initiale de SCOBY sur la production finale de SCOBY
La figure 11 montre la quantité de SCOBY produite (g) en 21 jours en fonction de la quantité de

SCOBY initiale, fixée a 10 g, 20 g et 30 g par litre de kombucha. Pour I'ensemble des conditions
étudiées, une augmentation marquée de la masse du SCOBY est observée a l'issue de la
fermentation. Les masses moyennes finales obtenues sont de 144,36 + 30,72 g, 208,10 + 6,84
g et 195,07 £ 47,67 g pour des masses initiales de 10 g, 20 g et 30 g, respectivement.
L'analyse statistique des données indique qu’aucune différence statistiquement significative n’est
mise en évidence entre les trois conditions testées. Cette observation est confirmée par le test
post-hoc de Tukey, qui ne révele aucune différence significative entre les différentes paires de
masses initiales comparées.

Les résultats mettent en évidence une variabilité différente selon les conditions expérimentales,
comme le montrent les écarts types associés aux valeurs moyennes. La dispersion des données
est plus faible pour la condition a 20 g de SCOBY initial, tandis que des écarts plus importants

sont observés pour les conditions a 10 g et 30 g.
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Figure 11 Quantité de SCOBY produite (g) en 21 jours en fonction de la quantité de SCOBY initiale (g)(moyenne +
écart-type ; n=3)

Dans les conditions étudiées et apres 21 jours de fermentation, I'augmentation de la masse initiale
de SCOBY ne conduit pas a une augmentation significative de la masse finale de SCOBY produit.
Bien qu’une tendance a I'augmentation des valeurs moyennes soit observée, celle-ci n‘est pas
statistiquement significative et s’'accompagne d’une variabilité importante, limitant la mise en
évidence d'un effet net de la masse initiale a ce stade avancé de fermentation.

Ces résultats, considérés conjointement avec ceux issus de l'étude de l'effet de la durée de
fermentation, indiquent que, dans les conditions expérimentales évaluées, la poursuite de la
fermentation vers des stades avancés est associée a une augmentation de la variabilité des
mesures. Cette variabilité accrue est susceptible de réduire la capacité a discriminer l'effet de

certains parametres expérimentaux a ce stade du processus fermentaire.

3. Effet de la masse initiale de SCOBY et du jus de repiquage sur la production de
SCOBY

Dans la continuité de ces observations, le tableau 2 reprend les données relatives a la production
de SCOBY en fonction de la masse initiale de SCOBY, du pourcentage de jus de repiquage (JR) et
de la durée de fermentation. Apres 14 jours de fermentation, l'analyse statistique révele un effet
significatif du pourcentage de JR, ainsi qu‘une interaction significative entre la masse initiale de
SCOBY et le pourcentage de JR, indiquant que l'influence du jus de repiquage sur la production
de SCOBY varie selon la quantité de SCOBY initialement introduite.

En revanche, aprés 21 jours de fermentation, aucun effet significatif de la masse initiale de SCOBY
ni du pourcentage de JR n’est mis en évidence, et aucune interaction significative n’est observée.
Ces résultats sont cohérents avec ceux présentés précédemment, suggérant qu’a un stade avancé
de fermentation, les différences liées aux conditions initiales tendent a s’atténuer. Cette
atténuation s’‘accompagne d’une plus grande variabilité des mesures, ce qui peut limiter la
capacité des analyses statistiques a discriminer I'influence des parameétres expérimentaux, malgré

I'existence de tendances non significatives.



Tableau 2. Masses de SCOBY produit (moyenne * écart-type, g) en fonction de la masse initiale de
SCOBY, du pourcentage de jus de repiquage (JR) et de la durée de fermentation (14 et 21 jours). n
=20u3)

Condition J14 (g) J21 (g)
10 g SCOBY - 10% JR 102,27 +1,71 170,17 + 82,53
10 g SCOBY - 20% JR 100,58 = 4,60 94,67 £ 24,85
20 g SCOBY - 10% JR 88,73 £ 11,54 86,50 + 10,61
20 g SCOBY - 20% JR 116,49 + 5,75 89,33 £ 12,06

4. Evaluation de I'effet du changement de contenant : fermentation en conteneurs
gastronormés en inox

Les expériences précédentes sont réalisées dans des sacs en silicone d’'un volume de 1 L. Afin
d’explorer l'influence des conditions d’exposition a I'oxygeéne sur la fermentation du kombucha,
des essais complémentaires ont été menés dans des conteneurs gastronormés en inox.
Contrairement aux sacs en silicone, ces conteneurs offrent une exposition directe de la surface du
milieu fermentaire a I'air ambiant, susceptible de modifier les conditions d’oxygénation a l'interface
air-liquide et, par conséquent, I'activité des microorganismes aérobies impliqués dans la synthese
de la cellulose bactérienne.

Dans un premier temps, les conteneurs étaient recouverts d’un tissue propre, conformément aux
conditions expérimentales précédemment utilisées.

Toutefois, dans ces conditions, les fermentations se sont avérées non concluantes en raison de
I'apparition précoce de contaminations microbiennes. Une prolifération marquée de moisissures a
été observée dés le 7¢ jour et confirmée au 9e¢ jour de fermentation.

En outre, aprés 21 jours, le milieu liquide s’était totalement évaporé, rendant impossible la
poursuite de I'expérimentation et I'obtention de données exploitables. Ces résultats sont illustrés

dans la figure 12.



Figure 12. Observation du développement de moisissures aprés 7 jours (gauche) et 9 jours (centre) de fermentation,
ainsi que de I"évaporation quasi compléte du milieu liquide aprés 21 jours (droite).

Afin de remédier a ces limitations, le dispositif expérimental a été modifié par I'ajout d’un couvercle

en silicone, positionné par-dessus le tissu. Cette configuration a permis de limiter les

contaminations tout en maintenant les échanges gazeux nécessaires a la fermentation. Dans ces

conditions, les fermentations ont pu étre menées jusqu’a 14 jours.

Dans cette configuration, la formation d’un SCOBY a pu étre observée. Ce dernier présente un
aspect plus plat que celui formé dans les sacs en silicone, et adopte la forme du
conteneur gastronomé. Ces observations indiquent que l'association d’un contenant en inox et
d’un couvercle en silicone permet d’améliorer la stabilité des fermentations, tout en influencant la

morphologie du SCOBY formé.

Deux essais sont réalisés dans des bacs gastronormés équipés de couvercles en silicone. La figure
13 illustre la morphologie du SCOBY obtenu. Aprés 14 jours de fermentation a partir de 3 L de
milieu de culture, les quantités de SCOBY récupérées sont respectivement de 201 g et 212 g.
Dans les sacs en silicone, les quantités moyennes de SCOBY obtenues varient entre 54 et 68 g
par litre, ce qui correspond a une production totale comprise entre 162 g et 204 g pour un volume
de 3 L. Ces résultats montrent que la production de SCOBY en bac gastronormé avec couvercle

en silicone est du méme ordre de grandeur que celle obtenue dans les sacs en silicone.



Figure 13. Morphologie du SCOBY obtenue aprés 14 jours de fermentation réalisée dans un bac gastronormé fermé a
I'aide d’un couvercle en silicone.

Les différences observées entre les fermentations réalisées en sacs en silicone et celles menées
en conteneurs gastronormés en inox peuvent étre attribuées aux variations de surface d’échange
air-liquide induites par le changement de contenant. La production de cellulose bactérienne par
les bactéries acétiques étant étroitement dépendante de la disponibilité en oxygéne,
I'augmentation de la surface d’échange constitue un parametre clé influencant la formation et la
morphologie du SCOBY (Laavanya et al., 2021; Jayabalan et al., 2020). Plusieurs études ont
montré que l'augmentation de la surface interfaciale et du ratio surface/profondeur du milieu
s'accompagne d’'une augmentation du rendement en cellulose, a condition que le volume et la
profondeur du milieu soient adaptés (Priyadharshini et al., 2022 ; Laavanya et al., 2021 ;
Jayabalan et al., 2020).

Les quantités de SCOBY obtenues dans les bacs gastronormés équipés de couvercles en silicone,
comparables a celles produites dans les sacs en silicone pour un volume équivalent de milieu,
suggerent que l'augmentation de la surface d’échange permet de maintenir une productivité
similaire malgré le changement de dispositif expérimental. Toutefois, ces résultats préliminaires
devront étre confirmés par des essais supplémentaires afin de mieux caractériser |'effet de ce
dispositif expérimental sur la productivité du SCOBY.

De plus, cette différence morphologique peut étre mise en relation avec les conditions d’exposition
a l'air. En effet, dans les sacs en silicone, I'oxygene peut diffuser a travers les parois du sac,
permettant une exposition a I'air sur les deux faces du biofilm, ce qui est susceptible de favoriser
un épaississement du SCOBY.

Par ailleurs, la morphologie plus plate du SCOBY observée dans les conteneurs gastronormés est
cohérente avec une croissance principalement latérale du biofilm, favorisée par une interface air-
liquide plus étendue, comme cela a également été décrit dans des systémes de fermentation a
large ouverture (Ruka et al., 2012 ; Villarreal-Soto et al., 2019).



Pour conclure, l'optimisation de la production de SCOBY met en évidence le role central des
conditions de fermentation dans la formation de la cellulose bactérienne. La durée de fermentation
apparait comme un parametre déterminant, tandis que l'influence de la masse initiale de SCOBY
et du pourcentage de jus de repiquage tend a s’atténuer a des durées plus longues, au profit d'une
variabilité accrue des productions. Par ailleurs, le choix du dispositif de fermentation et, plus
spécifiqguement, les modalités d’exposition du milieu a l'oxygene, influencent la stabilité des
fermentations ainsi que la morphologie du SCOBY formé. La maitrise de l'interface air-liquide
constitue ainsi un levier important pour orienter la production et les caractéristiques du biofilm

cellulosique.

II1. Purification du SCOBY
Dans la suite de I'étude, la masse initiale de SCOBY et la proportion de jus de repiquage sont

fixées respectivement a 10 g /L et 100 mL/L pour I'ensemble des expérimentations. Ce choix,
fondé sur les résultats de la phase d’optimisation, vise a limiter la variabilité liée aux conditions
initiales.

La purification du SCOBY constitue alors |'étape suivante du procédé, indispensable a sa
caractérisation et son incorporation dans une matrice alimentaire. Elle permet d’éliminer les
résidus du milieu de culture et des cellules de bactéries et de levures ainsi que les produits
métaboliques issus du processus fermentaire, incluant notamment des acides organiques, des
sucres, des vitamines, des acides aminés, des polyphénols et des lipides. Réalisée a 20 °C ou a
90 °C, cette étape est susceptible d’induire des modifications de parameétres structuraux et
fonctionnels important comme que la cristallinité de la cellulose, sa capacité de rétention d’eau et

son degré de polymérisation (Gomez-Maldonado et al., 2025).

1. Evolution de la masse et observations visuelles au cours de la purification

Les masses des pellicules de SCOBY issues de fermentations de 7, 14 et 21 jours ont été mesurées
aux différentes étapes du procédé de purification, comprenant deux traitements alcalins
successifs au NaOH (1,0 M), suivis d'un traitement au peroxyde d’hydrogene (H202, 1,5 %). Les
valeurs correspondantes sont présentées dans les Tableaux 3 et 4 pour les purifications réalisées
respectivement a 20 °C et a 90 °C.

Le traitement alcalin par le NaOH est couramment utilisé pour la purification de matériaux
cellulosiques, notamment pour I’élimination de composés non cellulosiques tels que les
polyphénols, les tanins, ainsi que des résidus microbiens et protéiques (Amarasekara et al., 2020
; Dima et al., 2017 ; Chawla et al., 2009). Les résultats, présentés dans les tableaux 3 et 4,

montrent que les traitements alcalins successifs s'accompagnent, pour certains échantillons, d’'une



augmentation de la masse humide mesurée. Ce phénomeéne peut étre attribué a I'ouverture des
pores induite par le NaOH ce qui induit un gonflement de la pellicule de SCOBY et une
augmentation de la capacité d’absorption d’eau, comme cela a déja été rapporté pour des
celluloses d’‘origine microbienne issues de SCOBY ou d‘autres systemes fermentaires
(Amarasekara et al., 2020 ; Daus et al., 2025). Apres le traitement au peroxyde d’hydrogene,
une diminution de la masse est observée pour I'ensemble des échantillons, quelle que soit la durée
de fermentation initiale ou la température de purification. Le H202 étant un agent oxydant
couramment employé comme agent de blanchiment dans les procédés de purification de la
cellulose bactérienne, cette diminution de masse peut étre associée a I'élimination de composés

colorés résiduels (Amarasekara et al., 2020).

Tableau 3. Suivi de I'évolution de la masse de pellicules de SCOBY issues de fermentations de 7, 14 et 21
jours au cours des étapes de purification a 20°C

Aprés NaOH 1,0 M, Aprés NaOH 1,0 M, Aprés H202 1,5 %

Echantillon Masse initiale (g) i1h (g) 2h (9) 2h (9)
SCOBY J7 25,91 25,46 25,46 24,62
SCOBY J14 28,22 32,21 30,49 25
SCOBY J21 30,28 31,57 31,11 29,64

Tableau 4. Suivi de I'évolution de la masse de pellicules de SCOBY issues de fermentations de 7, 14 et 21
jours au cours des étapes de purification a 90°C

Aprés NaOH 1,0 M, Aprés NaOH 1,0 M, Aprés H202 1,5 %

Echantillon Masse initiale (g) 1h (g) 2h (g) 2h (9)
SCOBY J7 26,39 25,93 25,4 23,87
SCOBY J14 27,15 27 26,83 22,5
SCOBY J21 25,98 23,62 24,9 22,79

La figure 14 illustre I'évolution visuelle de I'aspect des pellicules de SCOBY issues de fermentations
de 7, 14 et 21 jours au cours des différentes étapes de purification a 90 °C. Ces observations
compléetent le suivi de I’évolution de la masse présenté précédemment.

Avant traitement, les pellicules présentent une coloration plutdét brunatre. Apres les deux bains
alcalins successifs, une modification de I'aspect est observée, caractérisée par un éclaircissement
partiel de la couleur et une apparence plus homogéne, en cohérence avec les variations de masse
mesurées au cours de ces étapes. A I'issue du traitement oxydant au peroxyde d’hydrogéne, les
pellicules apparaissent nettement plus claires et plus translucides, traduisant une modification

visible du matériau.
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Figure 14. Evolution visuelle de I'aspect de la pellicule de SCOBY (17, J14,]21) au cours des étapes de purification a
90°C

1. Evolution de la masse humide du SCOBY et limites de l'indicateur

Le tableau 5 présente le facteur d’évolution de la masse humide du SCOBY en fonction de la durée
de fermentation et de la température de purification. Cet indicateur correspond au rapport entre
la masse humide finale du SCOBY purifié et la masse humide initiale de l'inoculum, et permet

d’estimer la masse humide finale a partir de la masse humide initialement inoculé.

Cependant, la masse humide du SCOBY est fortement dépendante de sa teneur en eau, laquelle
peut varier en fonction de parametres non strictement contrélés, tels que I|'égouttage, la
manipulation des pellicules ou leur capacité spécifique de rétention d'eau. Le SCOBY étant
majoritairement constitué de cellulose bactérienne, présentant une capacité élevée de rétention
d’eau, liée a la structure tridimensionnelle et poreuse du réseau cellulosique ainsi qu‘a la présence
de nombreux groupements hydroxyles (Lin et al., 2013). En conséquence, I’évolution de la masse
humide constitue un indicateur global, mais peu spécifique de la quantité réelle de matiere solide

produite.



Les valeurs du facteur d’évolution de la masse humide sont présentées a titre descriptif, afin de
fournir un ordre de grandeur de I'évolution du matériau au cours de la fermentation et de la

purification.

Les résultats montrent néanmoins une augmentation du facteur d’évolution de la masse humide
avec la durée de fermentation, quelle que soit la température de purification considérée. Cette
observation doit étre interprétée avec prudence, dans la mesure ou elle reflete a la fois la

formation de la matrice cellulosique et I'importante contribution de I'eau retenue dans le biofilm.

Ainsi, le facteur d’évolution de la masse humide peut étre compris comme une estimation de la
guantité de SCOBY humide obtenue a partir de 10 g de SCOBY inoculé en début de fermentation.

C’est donc un indicateur de rendement.

Tableau 5. Variation du rendement en masse humide selon la durée de fermentation et la température
de purification (moyenne +/- écart type n=3)

Facteur d’évolution

Température de Durée de la masse
purification fermentation humide

37 4,02 £ 0,38

20 °C Jj14 6,01 + 0,47

J21 9,93 + 0,85

37 3,14 £ 0,09

90 °C Jj14 4,48 + 0,17

J21 14,13 + 3,18

1. Masse résiduelle aprés étuvage

Afin de limiter l'influence de la forte teneur en eau du SCOBY sur les résultats obtenus a partir de
la masse humide, la masse a également été évaluée apres étuvage. Cette approche vise a fournir
un indicateur plus représentatif de la fraction solide du SCOBY. Cette analyse a été réalisée
uniquement sur des échantillons J14 purifiés a 20 °C et a 90 °C. L'étuvage a été réalisé selon le
protocole décrit par Amarasekara et al., 2020 consistant a maintenir les échantillons a 50 °C
pendant 20 h. A I'issue de cette étape, la masse résiduelle correspond & la masse du SCOBY purifié

apres élimination d’une grande partie de I'eau.

Le Tableau 6 présente, pour des échantillons de SCOBY issus de 14 jours de fermentation (J14),
la masse humide mesurée avant purification, la masse résiduelle obtenue apres purification et
étuvage, ainsi que la fraction massique résiduelle associée. Cette fraction massique résiduelle

permet d’estimer, de maniere comparative, la proportion de matiere conservée apres purification.



Les résultats montrent que la fraction massique résiduelle apparait plus élevée pour les
échantillons purifiés a 90 °C que pour ceux purifiés a 20 °C. Une analyse de variance (test t de
student) met en évidence un effet significatif de la température de purification sur la fraction

massique résiduelle.

Tableau 6. masse résiduelle de SCOBY J14 aprés étuvage : 50 °C - 20 h ; moyenne + écart-type, n = 3

Masse résiduelle

Masse humide avant Fraction massique

Condition e - apres purification et Py
purification (g) étuvage (g) résiduelle
20 °C 67,86 £ 5,30 1,15 + 0,09 0,01695 £+ 0,00003
90 °C 54,00 £ 2,00 1,33 £ 0,05 0,02463 £+ 0,00001

Il convient toutefois de souligner que I’étuvage a 50 °C pendant 20 h ne permet pas I'élimination
compléte de I'eau, de sorte que la masse résiduelle obtenue ne correspond pas a une masse seche
au sens strict. Les valeurs de fraction massique résiduelle doivent donc étre interprétées comme
des indicateurs comparatifs, et non comme une quantification absolue de la matiere séche du
SCOBY.

III. Caractérisation du SCOBY
Aprés purification, les pellicules de SCOBY ont ensuite fait I'objet d’une caractérisation incluant

des analyses microbiologiques ainsi que des analyses physico-chimiques permettant de décrire
les effets des parametres de fermentation et des traitements de purification sur les propriétés et
la structure du SCOBY.

1. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)
Les spectres FTIR des SCOBY récupérés apres 7, 14 et 21 jours de fermentation et purifiés a 20

°C sont présentés dans la figure 15, tandis que ceux des SCOBY purifiés a 90 °C sont illustrés
dans la figure 16. Les spectres individuels sont repris en annexe. Dans les deux cas, les spectres
FTIR obtenus sont en accord avec ceux de la cellulose bactérienne rapportés dans la littérature
(Tanveer et al., 2025 ; Nam et al., 2025 ; Chaussée et al., 2025).

Une large bande d’absorption observée autour de 3307 cm™! est attribuée aux vibrations
d’étirement des groupements —-OH, ce qui témoigne la présence de liaisons hydrogéne étendues
au sein du réseau cellulosique (Tanveer et al., 2025 ; Nam et al., 2025). Les bandes d’absorption
situées dans la région 2990-2800 cm™! correspondent aux modes d’étirement symétriques et
asymétriques des liaisons C-H des groupements méthylene (CHz2) et méthyle (CH3s) associés a la
cellulose (EI-Shall et al., 2023).

La bande observée a 1641 cm™! est associée aux vibrations de déformation des groupements O-

H de l'eau liée, reflétant le caractere hydrophile de la cellulose bactérienne (Chaussée et al.,



2025). Le pic observé a 1384 cm™! est attribué aux vibrations de déformation des liaisons C-H
(Chaussée et al., 2025).

Les bandes intenses comprises entre 1200 et 1000 cm™1 correspondent aux vibrations d’étirement
des liaisons C-0O-C et C-0, caractéristiques de la structure polysaccharidique de la cellulose
(Chaussé et al., 2025). Enfin, le pic observé a 826 cm™1 est attribué aux vibrations des liaisons
glycosidiques B-1—4, confirmant la présence de la cellulose (Laavanya et al, 2021 ; Chaussée et
al., 2025).

Il convient de souligner que la spectroscopie FTIR est une technique semi-quantitative ; par
conséquent, l'observation d’un pic d’intensité plus élevée ne traduit pas nécessairement une
augmentation proportionnelle de la quantité de cellulose ni une modification de sa structure
chimique. Les variations d’intensité peuvent étres dues a des changements physiques et
structuraux, tels que la réorganisation des liaisons hydrogéne, la densification du réseau

cellulosique ou les conditions de préparation des échantillons (Kruer-Zerhusen et al., 2018).
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Figure 15. Analyse FTIR du SCOBY de kombucha purifié a 20 °C : MCC (noir), J7 (vert), 114 (bleu) et J21 (rouge)
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Figure 16. Analyse FTIR du SCOBY de kombucha purifié a 20 °C : MCC (noir), J7 (vert), J14 (bleu) et J21 (rouge)



L'augmentation progressive de l'intensité des bandes FTIR avec le temps de fermentation,
particulierement marquée apres 21 jours, peut étre attribuée a la poursuite de la synthese et de
I'accumulation de cellulose bactérienne. Ce qui peut aboutir a une densification du réseau
cellulosique. Au cours de la fermentation, le développement du SCOBY s’accompagne d’un
renforcement du réseau de liaisons hydrogéne et des interactions C-H, traduisant une
organisation croissante des chaines cellulosiques (Villarreal et al., 2018). La production de
cellulose se poursuit jusqu’a ce que le biofilm atteigne une épaisseur maximale, ce qui semble
expliquer l'intensité plus élevée des bandes FTIR observée aux temps de fermentation prolongés,
sans pour autant impliquer une modification de la structure chimique de la cellulose (Villarreal et
al., 2018).

Par ailleurs, la comparaison entre les spectres des échantillons purifiés a 20 °C et 90 °C met en
évidence des différences d’intensité attribuables aux conditions de purification thermique. Par
exemple, le traitement a haute température peut favoriser I'élimination de l'eau liée, la
réorganisation des liaisons hydrogéne et la densification du réseau fibrillaire de la cellulose
bactérienne. Ces effets du traitement appliqué au SCOBY peuvent induire des variations de
I'intensité des bandes FTIR, sans modification réelle de la cristallinité de la cellulose, de sorte que
les différences observées entre les deux graphes refletent principalement des changements
physiques et structuraux plutét qu’une transformation chimique de la cellulose bactérienne (Kruer-
Zerhusen et al., 2018).

2. Effet du temps de fermentation et de la purification thermique sur la capacité
d’absorption d’eau du SCOBY

Les résultats présentés dans le tableau 7 montrent que la capacité d’absorption d’eau du SCOBY
varie a la fois en fonction du temps de fermentation et de la température de purification. Pour les
échantillons purifiés a 20 °C, la capacité d’absorption d’eau est la plus élevée a J7, puis diminue
a J14 et reste relativement stable a J21.En revanche, pour les échantillons purifiés a 90 °C, les
valeurs d’absorption d’eau sont nettement plus faibles pour I'ensemble des temps de fermentation.
Ces résultats mettent en évidence une tendance a la diminution globale de la capacité
d’absorption d’eau avec I'augmentation du temps de fermentation, particulierement prononcée

pour les échantillons soumis a une purification a haute température.



Tableau 7. Capacité d'absorption d’eau du SCOBY en fonction du temps de fermentation et de la
température de purification

Capacité
d’absorption d’eau
(g9/g) - SCoBY
purifié a 20 °C

Capacité d’absorption
d’eau (g/g) — SCOBY
purifié a 90 °C

Durée de fermentation

J7 19,40 14,19
J14 13,64 2,07
J21 13,31 1,11

La capacité d’absorption d’eau du SCOBY évolue avec le temps de fermentation, traduisant des
modifications progressives de la structure du biofilm de cellulose bactérienne. Aux temps de
fermentation courts, la cellulose bactérienne présente un réseau nanofibrillaire fin, peu ramifié et
fortement poreux favorisant I'absorption de I'eau (Chawla et al., 2009 ; Laavanya et al., 2021).
La présence d’'un réseau dense de liaisons hydrogene contribue au piégeage de I'eau au sein de
la matrice cellulosique (Laavanya et al., 2021). Avec I'augmentation du temps de fermentation,
les résultats obtenus suggérent que la maturation structurale du biofilm s’accompagne d’une
organisation accrue des fibrilles et d’'une densification progressive du réseau, susceptible de
réduire l'accessibilité des pores et, par conséquent, la capacité d’absorption d’eau. Cette évolution
est cohérente avec les variations d’intensité des bandes O-H observées en FTIR, traduisant une
évolution des interactions hydrogene sans modification de la structure chimique de la cellulose.
Par ailleurs, la purification thermique a 90 °C est associée a une diminution supplémentaire de
I'absorption d’eau, pouvant étre liée a des modifications physiques du réseau cellulosique induites

par les conditions de purification (Amarasekara et al., 2020).

3. Thermogravimétrie
L'analyse thermogravimétrique a été réalisée sur des échantillons de SCOBY J14 purifiés a 20 °C

et 90 °C. Le choix de la condition J14 s’explique par des considérations de rendement et de
reproductibilité. En effet a 17, la quantité de cellulose produite est trop faible alors qu’a J21, le
rendement devient trop variable. Par ailleurs, le nombre d’échantillons analysés a été limité en
raison de la réalisation des mesures dans un laboratoire externe.

L'analyse thermogravimétrique permet d’apporter des informations sur la stabilité thermique et
le comportement thermique de la cellulose bactérienne issue du kombucha apres différentes
conditions de purification (Dima et al., 2017).

La figure 17 présente les courbes TGA du SCOBY J14 purifié a 20 °C, du SCOBY J14 purifié a 90
°C et de la cellulose microcristalline (MCC). Pour les deux échantillons de SCOBY, une premiere
perte de masse est observée a basse température, liée a I’élimination de I’'eau résiduelle (Dima et

al., 2017), cette perte étant plus marquée pour le SCOBY purifié a 20 °C.



La dégradation thermique principale du SCOBY J14 purifié a 20 °C débute autour de 241 °C, tandis
gue celle du SCOBY J14 purifié a 90 °C commence autour de 240 °C, indiquant des températures
de dégradation treés proches pour les deux conditions de purification. En comparaison, la MCC
présente une dégradation thermique principale a une température plus élevée, située autour de
290 °C, traduisant une stabilité thermique supérieure par rapport aux échantillons de SCOBY.

Enfin, les courbes TGA indiquent que le résidu final du SCOBY J14 purifié a 20 °C est |égerement
plus important que celui du SCOBY J14 purifié a 90 °C. Ces deux échantillons de SCOBY présentent

toutefois un résidu final nettement supérieur a celui de la cellulose microcristalline (MCC).
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Les profils thermogravimétriques obtenus confirment que la cellulose bactérienne issue du SCOBY
présente un comportement thermique distinct de celui de la cellulose microcristalline d’origine
végétale, en lien avec son origine biologique et son degré de purification. La perte de masse
observée a basse température est cohérente avec le caractére fortement hydraté des membranes
de cellulose bactérienne (Chaussée et al., 2024).

La présence de résidus est probablement due a des composés issu du milieu de fermentation et
des étapes de purification chimique, notamment des traces de réactifs tels que le NaOH ou le
H202. Les études montrent que le degré de purification influence directement la quantité de résidu
final, les échantillons les moins purifiés conservant une fraction non volatile plus importante en
raison d'impuretés organiques ou minérales (Amarasekara et al., 2020 ; Daus et al., 2025)
L'analyse du résidu final constitue dés lors un indicateur pertinent de l'efficacité des étapes de
purification. Les différences de résidu observées entre les échantillons purifiés a 20 °C et a 90 °C
suggerent une purification plus efficace a 20 °C, I'’échantillon correspondant présentant une

fraction résiduelle plus faible. Toutefois, le comportement thermique de ces échantillons reste



distinct de celui d‘une cellulose de référence hautement purifiée telle que la cellulose

microcristalline (MCC).

4. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage permet d’évaluer qualitativement I'efficacité du protocole
de purification appliqué au SCOBY en fournissant une visualisation directe de la morphologie de
la cellulose bactérienne. Les observations MEB ont été réalisées uniquement sur le SCOBY J14
purifié a 90 °C, en raison de contraintes expérimentales liées a la réalisation des mesures dans
un laboratoire externe. Les micrographies obtenues a différents grossissements, présentées dans

la figure 18, permettent d’observer I'organisation morphologique du matériau a plusieurs échelles.

Figure 18. Micrographies de SCOBY J14 purifié a 90°C

Les images révelent un réseau fibrillaire dense et continu, constitué de fibres fines fortement
entrelacées et organisées en faisceaux, sans présence évidente de cellules bactériennes, de
levures ou de dépots inorganiques visibles. Cette morphologie est caractéristique de la cellulose
bactérienne purifiée et contraste avec celle du SCOBY brut, généralement décrite comme
contenant encore des microorganismes et des résidus du milieu de fermentation. Des études ont
montré que, aprés purification, la cellulose bactérienne présente une morphologie constituée de
fibres propres et d'un réseau compact, tandis que le SCOBY non purifié contient encore des

bactéries et des cristaux inorganiques clairement observables en microscopie électronique, ce qui



permet de documenter l'efficacité du protocole de purification pour éliminer ces contaminants
(Daus et al., 2025).

Ces observations sont également en accord avec des travaux antérieurs montrant que les
traitements de purification alcalins, éventuellement combinés a des étapes oxydantes, permettent
d’éliminer efficacement les cellules bactériennes, les protéines et les résidus issus du milieu de
fermentation, conduisant a I'obtention d’un réseau de cellulose bactérienne morphologiquement
plus homogéne (Amarasekara et al., 2020 ; Sederavicitté et al., 2019). L'aspect compact et la
forte densité fibrillaire observés suggerent que la purification appliquée est efficace d’un point de

vue structural, tout en préservant l'intégrité du réseau cellulosique.

Ainsi, la MEB constitue un outil pertinent pour confirmer qualitativement l'efficacité de la
purification du SCOBY, en complément des analyses FTIR, d‘absorption d’eau et de

thermogravimétrie.

5. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques sont réalisées afin d’évaluer la présence de microorganismes dans
les échantillons de SCOBY aprés purification, en fonction du temps de fermentation et de la
température de purification. Les analyses ont porté sur des SCOBY frais (non déshydraté et
conservé sous vide aprées purification) et lyophilisés, purifiés a 20 °C et a 90 °C, apres 7, 14 et 21
jours de fermentation. Les résultats sont exprimés en nombre de colonies de bactéries, de levures
et de champignons. Elles sont réalisées par dénombrement des colonies formées sur boites de
Pétri (voir annexe). Les échantillons sont incubés a 30 °C pendant 72 h dans un incubateur, sur
milieu PCA (Plate Count Agar). Lorsque les résultats sont indiqués sous la forme « >300 » ou «

>100 », cela signifie que le nombre de colonies est trop élevé pour étre dénombré avec précision.

Résultats des analyses microbiologiques du SCOBY frais

Les résultats relatifs au SCOBY frais purifié a 20 °C sont présentés dans le tableau 8. De fagon
générale, aucune croissance microbienne n’est observée pour la majorité des conditions étudiées.
A 17, une trés faible contamination bactérienne est observée, avec une colonie détectée sur l'une
des répétitions, tandis qu’aucune levure ni champignon n’est mis en évidence. A J14, une
contamination bactérienne légerement plus élevée est observée, avec deux colonies sur I'une des
répétitions, sans détection de levures ni de champignons. A J21, aucune croissance microbienne
n’est observée pour I'ensemble des microorganismes analysés. Ces résultats indiquent une charge

microbiologique résiduelle tres faible pour le SCOBY frais purifié a 20 °C.



Les résultats obtenus pour le SCOBY frais purifié & 90 °C, sont présentés dans le tableau 9. A 17,
une croissance bactérienne importante est observée, avec un nombre de colonies supérieur a 300
pour les deux répétitions, tandis qu’aucune levure ni champignon n’est détectée. En revanche,
pour J14 et J21, aucune croissance microbienne n’est observée, quelle que soit la catégorie de

microorganismes analysée.

Tableau 8. Résultats de I'analyse microbiologique du SCOBY frais purifié a 20 °C aprés 7, 14 et 21 jours
de fermentation, exprimés en nombre de colonies de bactéries, levures et champignons. (n=2)

Durée de Colonies
fermentation Bactéries Levures | Champignons

37 0 0 0

1 0 0

Jj14 0 0 0

2 0 0

J21 0 0 0

0 0 0

Tableau 9. Résultats de I'analyse microbiologique du SCOBY frais purifié a 90 °C apres 7, 14 et 21 jours
de fermentation, exprimés en nombre de colonies de bactéries, levures et champignons. (n=2)

Durée de Colonies
fermentation Bactéries Levures | Champignons
37 >300 0
>300 0 0
j14 0 0 0
0 0 0
J21 0 0 0
0 0 0

Résultats des analyses microbiologiques du SCOBY lyophilisé

Les résultats obtenus pour le SCOBY lyophilisé purifié a 20 °C sont présentés dans le tableau 10.
A 17, une croissance importante de levures est observée, avec un nombre de colonies supérieur
a 100 pour les deux répétitions, tandis qu’aucune bactérie ni champignon n’est détecté. A J14,
une faible charge bactérienne apparait, comprise entre une et douze colonies selon les répétitions,
sans présence de levures ni de champignons. A J21, quelques colonies de bactéries et de levures
sont observées, bien que les valeurs restent faibles, et aucune croissance fongique n’est détectée.
Ces résultats indiquent la persistance d’une contamination microbienne limitée dans les

échantillons lyophilisés purifiés a 20 °C.



Le SCOBY lyophilisé purifié a 90 °C, dont les résultats sont présentés dans le tableau 11, montre
un profil similaire a J7, avec une croissance importante de levures (>100 colonies pour les deux
répétitions), sans détection de bactéries ni de champignons. A J14, aucune croissance microbienne
n‘est observée. A 121, une contamination trés faible est détectée, avec une & deux colonies de

bactéries ou de levures selon les répétitions, et aucune croissance fongique.

Tableau 10. Résultats de I'analyse microbiologique du SCOBY lyophilisé purifié a 20 °C apres 7, 14 et 21
jours de fermentation, exprimés en nombre de colonies de bactéries, levures et champignons. (n=2)

Durée de Colonies
fermentation Bactéries Levures |Champignons

37 0 >100 0
0 >100 0

J14 1 0 9
12 0 0
2 3 0

J21
4 1 0

Tableau 11. Résultats de I'analyse microbiologique du SCOBY lyophilisé purifié a 90 °C aprés 7, 14 et 21
jours de fermentation, exprimés en nombre de colonies de bactéries, levures et champignons. (n=2)

Durée de Colonies
fermentation Bactéries Levures Champignons
37 0 >100 0
0 >100 0
j14 0 0 0
0 0 0
J21 1 0 0
0 1 0

En complément, un dénombrement microbiologique est réalisé sur des échantillons de SCOBY non
purifié a J21, a titre de référence. Ces échantillons présentent une charge microbienne élevée,
avec un nombre de colonies bactériennes supérieur a 300, la présence de quelques colonies de

levures (2 a 7 colonies) et I'absence de champignons détectables.

Les résultats des analyses microbiologiques montrent I'absence totale de champignons pour
I'ensemble des échantillons analysés, qu’ils soient frais ou lyophilisés, et quelle que soit la
température de purification appliquée. Cette observation est cohérente avec la nature méme du
SCOBY, qui correspond a une culture symbiotique de bactéries et de levures et ne contient pas de
champignons. L'absence de champignons observée dans les échantillons traités confirme ainsi que
les conditions expérimentales mises en ceuvre ne favorisent pas l'apparition de contaminations

exogenes de ce type de microorganismes. Cette observation indique que les conditions



expérimentales mises en ceuvre, ainsi que les étapes de purification, sont efficaces pour prévenir

le développement de champignons dans le SCOBY traité.

Des bactéries et des levures sont occasionnellement détectées sur certaines boites de Pétri.
Néanmoins, leur présence reste trés limitée dans la majorité des cas, avec des valeurs
généralement comprises entre 1 et 10 colonies pour un volume de 50 pyL de suspension
ensemencée. Une telle charge microbienne est considérée comme tres faible, et I'absence totale
de colonies observée pour de nombreux échantillons constitue un résultat satisfaisant du point de

vue de la qualité microbiologique.

Aucune différence marquée n’est mise en évidence entre les échantillons frais et lyophilisés en
termes de charge microbienne résiduelle. De méme, les rares contaminations observées ne
semblent pas corrélées a la température de purification, que celle-ci soit réalisée a 20 °C ou a 90
°C. Ces résultats suggéerent que les étapes de purification appliquées, reposant sur un traitement
alcalin a la soude (NaOH), suivi d’'une oxydation au peroxyde d’hydrogéne (H202), permettent
globalement d’éliminer ou d’inactiver efficacement les microorganismes présents dans le SCOBY,

indépendamment de la température de traitement.

Il est établi que le traitement alcalin est particulierement efficace pour la lyse des cellules des
bactéries et levures, la dénaturation des protéines et I’élimination des composés issus du milieu
de fermentation, tout en préservant la structure de la cellulose bactérienne (Amarasekara et al.,
2020 ; Sederavicitté et al., 2019 ; Dima et al., 2017). L'étape de purification par H202 contribue
en plus a l'oxydation des résidus organiques persistants et renforce l'effet antimicrobien du
protocole de purification, conduisant a wune cellulose bactérienne plus propre et

microbiologiquement stable (Daus et al., 2025 ; Laavanya et al., 2021).

Les quelques colonies détectées ponctuellement sont probablement liées a des contaminations
accidentelles survenues lors des étapes de manipulation, plutét qu’a une survie réelle des
microorganismes au sein du SCOBY purifié. Cette hypothése est renforcée par |I'observation d'une
charge microbienne extrémement élevée dans le SCOBY non purifié, utilisé comme échantillon de
référence, soulignant le role déterminant des étapes de purification chimique dans la réduction

drastique de la charge microbienne.

Par ailleurs, les échantillons frais conservent une trés bonne qualité microbiologique au cours du
temps. Cette stabilité peut s’expliquer par I'absence de nutriments résiduels suffisants dans la
matrice de cellulose purifiée pour permettre le développement microbien, ainsi que par les

conditions de stockage a basse température (4°C), qui limitent la croissance des microorganismes.



Pour conclure, ces résultats indiquent que le traitement de purification mis en ceuvre, gqu’il soit
réalisé a 20 °C ou a 90 °C, permet d’inactiver efficacement les microorganismes associés au
SCOBY, sans différence notable entre les échantillons frais et lyophilisés. Les rares colonies
observées ponctuellement ne remettent pas en cause cette tendance générale et sont
vraisemblablement liées a des contaminations accidentelles lors des étapes de manipulation. Les
échantillons obtenus présentent ainsi une bonne qualité microbiologique globale, compatible avec
leur utilisation ultérieure dans des applications nécessitant un matériau faiblement contaming,

notamment dans le domaine alimentaire.

VI. Incorporation du SCOBY dans le sorbet

Les résultats précédents montrent que le SCOBY issu de la fermentation du kombucha peut étre
produit de maniere reproductible, purifié efficacement et caractérisé comme un matériau
majoritairement cellulosique, présentant une bonne stabilité microbiologique et des propriétés
physico-chimiques spécifiques, notamment une capacité élevée d’absorption d’eau. Ces
caractéristiques suggerent un potentiel d’utilisation du SCOBY comme ingrédient fonctionnel dans
des matrices alimentaires. Ici, l'incorporation du SCOBY dans une matrice de sorbet est étudiée a
partir d'un SCOBY de 14 jours de fermentation, purifié a 90 °C, ce choix étant justifié par des
considérations de rendement, de reproductibilité et de sécurité alimentaire. Les performances du
SCOBY sont comparées a celles d’'une formulation témoin, d’un stabilisant commercial a base de
fibres végétales et de la cellulose microcristalline d’origine végétale. Les résultats présentés dans
cette section portent sur l'impact de ces différents ingrédients sur la texture instrumentale, le

comportement a la fonte et I'acceptabilité sensorielle du sorbet.

1. Evaluation de la texture

Afin d’évaluer I'impact de l'incorporation du SCOBY sur la texture du sorbet, six formulations
distinctes ont été comparées : un sorbet témoin sans additif (Blanc), trois sorbets formulés avec
des concentrations croissantes de SCOBY (20, 50 et 100 g de SCOBY frais par litre de sorbet),
ainsi que deux sorbets formulés respectivement avec de la cellulose microcristtalline (MCC) et
avec un stabilisant commercial (Stabpur). Les parameétres texturaux mesurés a l'aide d’un
texturometre comprennent la cohésion, la consistance, la fermeté et |'indice de viscosité (tableau
12).

Les courbes force-temps obtenues lors des essais au texturometre (Figure 19) présentent un
profil global similaire pour I'ensemble des formulations. Lors de la phase de compression, une
augmentation quasi linéaire de la force est observée avant |'atteinte d’un plateau. Les formulations

contenant du SCOBY se distinguent par une montée plus marquée de la force par rapport au



sorbet témoin ainsi qu’aux formulations contenant la cellulose microcristalline et le Stabpur. Lors

de la phase de retrait, les différences entre formulations apparaissent moins prononcées.

Force (N)
o

-5 10 20 3&‘ 710 50 60

Temps (s)

—Blanc 20g SCOBY ====50g SCOBY =——100g SCOBY === Stabpur ==—=MCC

Figure 19. Graphique de la force (N) en fonction du temps (s) lors de la phase de compression et de retrait des 6
formulations (moyenne; n=3)

La cohésion qui représente la force maximale négative lors de la phase de retrait, donne une
information sur la capacité du sorbet a rester intégre aprés avoir subi une déformation. Aucune
différence significative n’est observée entre le sorbet désigné comme blanc, la formulation
contenant 20 g de SCOBY par litre et celle a 100 g de SCOBY par litre, indiguant une résistance a
I'extrusion comparable. En revanche, la formulation incorporant 50 g de SCOBY par litre présente
une cohésion significativement plus élevée en valeur absolue, traduisant une structure plus
résistante a la déformation. Les sorbets formulés avec la cellulose microcristalline et le Stabpur
présentent des valeurs de cohésion statistiquement inférieures a celles observées pour les sorbets

contenant du SCOBY, en particulier a 50 g par litre.

La consistance mesure le travail nécessaire a la déformation. Au plus elle est élevée, au plus il
faut appliquer une contrainte pour déformer le produit. Elle est significativement augmentée par
I'ajout de SCOBY par rapport au sorbet blanc. La formulation a 20 g de SCOBY par litre présente
déja une consistance plus élevée que le témoin. Les formulations a 50 et 100 g de SCOBY par litre
affichent également des valeurs élevées, sans différence significative entre elles, suggérant que
I'augmentation de la concentration de SCOBY au-dela de 20 g par litre n’entraine pas une
augmentation proportionnelle de la consistance. A l'inverse, les sorbets formulés avec la cellulose
microcristalline et le Stabpur présentent des consistances significativement plus faibles que toutes

les formulations contenant du SCOBY.



Concernant la fermeté, aucune différence significative n‘est observée entre le sorbet blanc et la
formulation a 20 g/L de SCOBY . Les formulations a 50 et 100 g de SCOBY par litre présentent
des valeurs intermédiaires, sans distinction statistique nette avec le témoin. En revanche, les
sorbets contenant la cellulose microcristalline et le Stabpur présentent des fermetés
significativement plus faibles, traduisant des textures plus molles ce qui est cohérent avec les

valeurs de consistance plus faibles mesurées pour ces formulations.

L'indice de viscosité correspond a l'aire négative sous la courbe force-temps, il permet de
caractériser la résistance du sorbet a I'écoulement et donne une idée sur I'aspect collant de la
préparation. Dans cette étude, la formulation contenant 50 g/L de SCOBY présente un indice de
viscosité plus élevé que I'ensemble des autres formulations. Les formulations Blanc, 20 g et 100
g de SCOBY par litre ne présentent pas de différences significatives entre elles et affichent des
indices de viscosité intermédiaires. Les sorbets formulés avec la cellulose microcristalline et le
Stabpur présentent des indices de viscosité plus faibles, comparables a ceux des formulations

sans ou faiblement enrichies en SCOBY.

Tableau 12. Parameétres de texture (cohésion, consistance, fermeté et indice de viscosité) des différentes
formulations, exprimés en moyenne + écart-type (n=3).

. L. Consistance ; Index de viscosité
Formulations Cohésion (N) Fermeté (N)
(N-mm) (N-mm)
Blanc -2,18 £ 0,9020 499,22 +£ 9,94 23,74 + 6,682 45,98 + 26,902
736,29 £
20g SCOBY -2,14 £ 1,25a 37,41 £ 7,54a 48,15 + 36,872
166,382
562,56 £
50g SCOBY -4,12 £ 0,72b 27,23 £ 9,92ab 106,44 + 14,052
218,2082b
656,90 £
100g SCOBY -1,27 £ 0,402 31,97 + 10,492 25,44 + 3,162
173,562
MCC -1,08 £ 0,022 241,89 £+ 45,43b 11,50 £ 1,79v 27,71 £ 0,532
Stabpur -0,94 £ 0,04a 189,57 + 41,17v 9,59 + 1,87b 22,74 £ 1,282

L'ensemble des résultats met en évidence que le SCOBY ameéne de la consistance a la matrice
glacée, particulierement a une concentration intermédiaire de 50 g par litre de sorbet. Parmi les
parameétres étudiés, la cohésion et la fermeté apparaissent comme les plus discriminants pour

caractériser I'impact du SCOBY sur la résistance a la déformation et a I’écoulement.

L'augmentation de ces parameétres a 50g par litre peut étre interprétée a la lumiere des
mécanismes de structuration des polymeéres fibrillaires. L’élévation de la concentration en

polymeére favorise le rapprochement des chaines, la réduction des volumes libres et le



renforcement des interactions entre les éléments structuraux, conduisant a la formation d’un
réseau plus rigide et plus cohésif (Radocaj et al., 2011 ; Riquelme et al., 2023). Cette organisation
s'accompagne d’'une augmentation du nombre de chaines polymériques élastiquement actives,

renforcant la résistance mécanique de la matrice (Chong et al., 2025).

Toutefois, I'effet du SCOBY sur la texture n‘évolue pas de maniére linéaire avec la concentration.
Une teneur de 20 g par litre semble insuffisante pour induire une structuration efficace, tandis
gu’une concentration plus élevée de 100 g par litre n‘entraine pas d’amélioration supplémentaire
des propriétés mécaniques. Ce comportement suggére une organisation moins optimale du réseau
fibrillaire a forte teneur et I'existence d’une concentration seuil au-dela de laquelle I'augmentation

de la quantité de polymere ne se traduit plus par un renforcement de la structure.

L'interprétation de ces résultats doit également tenir compte des spécificités des sorbets, dont les
propriétés mécaniques dépendent fortement de la structure de la phase glacée et de la fraction
d’eau non gelée. La texture est influencée par les caractéristiques des cristaux de glace et par la
présence d’hydrocolloides dans la matrice aqueuse (Mehta et al., 2024), ces derniers pouvant
induire des phénomenes de congélation et agir comme agents cryoprotecteurs en limitant la
mobilité de I’eau entre les cristaux de glace. Ces mécanismes peuvent atténuer I'impact direct de
la concentration en SCOBY sur la dureté, expliquant pourquoi ce parameétre est moins discriminant

gue la cohésion et l'indice de viscosité dans la présente étude.

La comparaison avec les épaississants de référence met en évidence des différences significatives
de mécanismes d’‘action, suggérant des modes d’interaction distincts au sein du
systeme étudié. La cellulose microcristalline et le stabilisant commercial Stabpur conduisent a des
valeurs mécaniques plus faibles que celles observées pour la formulation a 50 g de SCOBY par

litre, en raison de leur capacité limitée a former un réseau tridimensionnel continu

Enfin, la présence de cristaux de glace, la fraction d’eau non gelée et la sensibilité a la température
rendent les mesures texturales particulierement délicates et peuvent contribuer a la variabilité
observée. Malgré ces contraintes expérimentales, les tendances mises en évidence confirment le
potentiel du SCOBY comme ingrédient structurant pour les sorbets lorsqu’il est incorporé a une

concentration adaptée.

2. Test de fonte

La vitesse de fonte est calculée a partir de la pente de la régression linéaire décrivant la relation
entre la masse de sorbet fondu récupérée et le temps, sur l'intervalle quasi linéaire compris entre

5 et 35 minutes, et exprimée en g-min 1. Les résultats obtenus sont repris dans le tableau 13 et



la figure 20. Les vitesses de fonte obtenues mettent en évidence un effet significatif de la
formulation, comme confirmé par I'analyse de variance a un facteur (ANOVA, p < 0,05). Le sorbet
témoin (blanc) et la formulation contenant 20 g de SCOBY présentent des vitesses de fonte élevées
et comparables, sans différence significative entre elles. En revanche, I'augmentation de la teneur
en SCOBY a 50 g puis a 100 g s'accompagne d’une diminution progressive et significative de la
vitesse de fonte, la formulation a 100 g de SCOBY présentant la valeur la plus faible parmi les
formulations enrichies en SCOBY. Les formulations contenant MCC et Stabpur présentent
également des comportements cinétiques distincts, avec des vitesses de fonte significativement
différentes de certaines formulations a base de SCOBY et du témoin. Le sorbet contenant le
stabilisant stabpur a une vitesse de fonte beaucoup plus élevée que le reste des formulations.
Globalement, ces résultats mettent en évidence une tendance nette a la diminution de la vitesse

de fonte avec I'augmentation de la teneur en SCOBY.

Tableau 13. Vitesse de fonte (g/min) des différentes formulations de sorbets

Vitesse de fonte

Formulation R2
(g'min-1)

Blanc 1,05 0,95

20 g SCOBY 0,89 0,92
50 g SCOBY 0,76 0,84
100 g SCOBY 0,59 0,79
MCC 0,91 0,97
Stabpur 1,31 0,95
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Figure 20. Test de fonte effectué sur les différentes formulations de sorbets (moyenne; n=3)

La diminution de la vitesse de fonte observée avec l'incorporation de SCOBY est en accord avec

les données de la littérature concernant l'effet de la cellulose bactérienne dans les matrices



aqueuses et les systemes glacés. La cellulose bactérienne, constituée de microfibrilles de B-1,4-
glucane organisées en un réseau tridimensionnel hautement poreux, se caractérise par une
capacité élevée de rétention d’eau, attribuée notamment a la densité élevée de groupes hydroxyle
favorisant les interactions par liaisons hydrogene avec les molécules d’eau (Gelin et al., 2007
; Sederavicitté et al., 2019 ; Guo et al., 2018). Ces propriétés ont été associées a une limitation
de la mobilité de I'eau lors de la décongélation et a un ralentissement de la cinétique de fonte

dans des matrices glacées (Guo et al., 2018 ; Mehta et al., 2024).

La comparaison avec les formulations la MCC et le Stabpur mettent en évidence des
comportements cinétiques distincts, soulignant que la vitesse de fonte ne dépend pas uniquement
de la stabilité finale du produit. Les celluloses, selon leur nature et leur mode d’incorporation,
peuvent agir par différents mécanismes, notamment par la formation de réseaux tridimensionnels
dans la phase continue ou par des interactions avec les phases présentes dans le systeme (Costa
et al., 2019). Ces mécanismes peuvent limiter la déstructuration globale du produit sans
nécessairement induire une réduction proportionnelle de la vitesse de fonte, ce qui pourrait
expliquer les différences observées entre les formulations enrichies en SCOBY et celles contenant

des stabilisants conventionnels.

Globalement, les résultats obtenus montrent que la formulation influence significativement la
vitesse de fonte du sorbet, l'incorporation de SCOBY conduisant a un ralentissement de la
cinétique de fonte, tandis que les stabilisants commerciaux induisent des comportements distincts.
Ces différences suggerent des modes d’action différents des agents structurants sur la matrice du
sorbet, soulignant l'intérét de la vitesse de fonte comme parameétre pertinent pour caractériser

leur impact fonctionnel.

3. Analyse sensorielle

Les résultats du test hédonique ont été analysés a l'aide d’une approche combinant statistiques
descriptives et inférentielles. Dans un premier temps, une analyse statistique globale a été réalisée
afin d’évaluer l'effet de la formulation sur les notes attribuées aux différents descripteurs
sensoriels. Cette analyse a permis de déterminer si, pour un descripteur donné, au moins une
formulation se distinguait des autres. En complément de cette analyse globale, des comparaisons
statistiques deux a deux entre les différentes formulations de sorbet ont été effectuées afin de

préciser l'origine des différences observées.

Le test sensoriel a été réalisé auprés de 54 participants, qui ont évalué quatre sorbets : un sorbet
témoin sans additif (Blanc), un sorbet contenant de la MCC, un sorbet contenant du Stabpur, ainsi

gu’un sorbet contenant du Scoby a une concentration de 20 g/L.



Les évaluations ont porté sur des descripteurs de texture, évalués ala cuillere et apres
dégustation, ainsi que sur |'appréciation globale. Chaque descripteur a été noté sur une échelle

discréte allant de 1 a 5.

Les résultats repris dans la figure 21, montrent que, de maniére générale, les sorbets sont
appréciés de facon comparable, aucune différence significative n’étant observée pour
I'appréciation générale entre les formulations. Lors de I’évaluation a la cuillere, aucune différence
significative n’est mise en évidence entre les formulations pour I'ensemble des descripteurs
évalués. Néanmoins, les comparaisons deux a deux indiquent que le sorbet contenant du Stabpur

est percu comme significativement moins ferme que le sorbet témoin.

Apres dégustation, une différence significative est observée pour le descripteur « élastique », le
sorbet contenant du Stabpur étant percu comme plus élastique que les autres formulations. Les
comparaisons deux a deux révelent que seul I'ajout de Stabpur induit des différences sensorielles
significatives, caractérisées par une diminution de la fermeté et du caractere fondant, ainsi qu‘une

augmentation de la crémosité et du caractéere élastique ou gélifié en bouche.
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Figure 21. Evaluation hédonique des descripteurs de texture des sorbets en fonction de la formulation (moyenne,
+/- écart type)

Les résultats du test hédonique montrent que lI'ajout d’agents texturants n’affecte pas
significativement I'appréciation globale du sorbet. Cette absence de différence peut s’expliquer
par la forte variabilité interindividuelle des réponses dans les tests consommateurs, qui nécessite
souvent un grand nombre de participants pour détecter des différences subtiles entre des produits

trés similaires (Lawless et Heymann et al., 2010).



L'absence de différences significatives entre les formulations pour la majorité des descripteurs
peut étre attribuée a la forte similarité des matrices évaluées. Dans le cas de produits glacés de
composition proche, la discrimination sensorielle est généralement limitée, en particulier
lorsqu’elle est réalisée par un panel non entrainé (Lawless et Heymann, 2010). Par ailleurs, la
variabilité interindividuelle dans la compréhension et I'interprétation des descripteurs sensoriels
contribue a une dispersion accrue des notes attribuées, réduisant la capacité a mettre en évidence

des différences statistiqguement significatives.

Le sorbet contenant du Stabpur, stabilisant constitué de fibres végétales, se distingue par une
augmentation du caractére élastique ou gommeux et de la crémosité percue. Ces observations
sont cohérentes avec les travaux de (Soukoulis et al., 2010), qui mettent en lumiere que
I'enrichissement des glaces en fibres modifie la structuration du réseau aqueux, la viscosité et la
cinétique de fonte, contribuant ainsi a une amélioration de la perception de la texture en bouche

et a la stabilité de cristaux de glace en favorisant des cristaux plus fins.

L'absence d’effet significatif observée pour les formulations contenant la MCC et le SCOBY peut
s’expliquer par une concentration insuffisante de ces ingrédients pour générer des différences
nettement perceptibles dans le cadre d'un test hédonique. En effet, la quantité de MCC incorporée
correspond a 20g/L de SCOBY. Concernant le SCOBY, plusieurs études récentes soulignent que
les effets sensoriels liés a I'incorporation de cellulose bactérienne dépendent fortement de la
concentration, du mode d’incorporation et de la matrice alimentaire considérée (Mehta et al.,
2024). Des travaux menés sur des glaces enrichies en SCOBY montrent que, bien que des
modifications de texture puissent étre détectées, celles-ci ne se traduisent pas systématiquement

par une variation significative de I'acceptabilité globale (Mehta et al., 2023).

Une remarque fréquemment formulée par les participants concerne la perception d’un caractéere
trop sucré de sorbets, observée pour I'ensemble des formulations testées. Selon Wang et al.
(2019), la perception de la douceur est modulée par des facteurs sensoriels intrinseques liés a la
matrice alimentaire, notamment la texture, la viscosité, la microstructure et les propriétés de
surface. Ces parameétres influencent la dynamique de libération des sucres, leur diffusion dans la
salive ainsi que leur interaction avec les récepteurs gustatifs, pouvant conduire a une
intensification de la réponse sucrée sans modification de la concentration en sucres (Wang et al.,
2019).

La nature glacée du produit constitue une contrainte importante pour I'évaluation sensorielle. Les
basses températures et la structure spécifique des matrices glacées réduisent la sensibilité

gustative, ce qui complexifie la discrimination des textures et peut masquer certaines différences



entre formulations (Drake et al., 2007). Par ailleurs, bien qu’un protocole rigoureux ait permis de
présenter les échantillons dans des conditions standardisées, certains biais expérimentaux
peuvent  subsister, notamment ceux liégsala durée et aux conditions de
conservation a température négative, au temps de préparation des échantillons et aux conditions

de dégustation.

Enfin, l'utilisation de tests discriminants, tels que le test de classement ou le test triangulaire,
aurait pu étre particulierement pertinente pour augmenter la sensibilité de I’évaluation sensorielle
entre des formulations tres similaires. Les tests discriminants sont spécifiquement congus pour
déterminer l'existence de différences perceptibles entre des produits, indépendamment de la
nature ou de l'intensité des attributs sensoriels concernés (Thomas, 2016), et sont souvent
recommandés lorsque les différences entre prototypes sont subtiles et difficiles a détecter par des
échelles hédoniques seules (Drake et al., 2023). Le test triangulaire, par exemple, consiste a
présenter simultanément trois échantillons — deux identiques et un différent — au paneliste, qui
doit identifier celui qui se distingue des deux autres; ce type d’essai est normé et repose sur une
analyse statistique fondée sur la loi binomiale pour établir si les réponses dépassent ce qui pourrait

étre attendu par hasard (Pensé Lhériter, 2008).

Un test de classement sollicite quant a lui les évaluateurs pour ordonner plusieurs échantillons
selon l'intensité d’un descripteur donné, offrant une discrimination relative entre formulations
(Whelan, 2017).

Cependant, la mise en ceuvre de ces méthodes analytiques pour des produits glacés présente des
contraintes pratiques importantes. La fonte rapide des échantillons et la difficulté a maintenir un
contréle précis de la température pendant I’'évaluation peuvent modifier les caractéristiques
texturales percues et introduire une variabilité supplémentaire, compromettant la validité des
réponses des panélistes (Drake et al., 2023). Cette variabilité liée a la dynamique thermique est
particulierement critique pour des produits sensibles aux conditions de service, comme les sorbets
ou glaces, ou la texture et la perception tactile évoluent rapidement hors de conditions optimales
de conservation. De plus, la sensibilité de tests discriminants repose sur des conditions de
présentation homogénes et des panels suffisamment entrainés pour minimiser les sources de bruit
expérimental (Drake et al, 2023), ce qui n’est pas toujours réalisable dans un contexte
d’évaluation avec des consommateurs non entrainés. En conséquence, bien que ces tests auraient
pu enrichir I'analyse sensorielle des formulations, leur application pratique peut étre limitée par
ces défis méthodologiques, réduisant ainsi leur fiabilité et leur utilité dans I'étude de produits

glacés.



Contribution personnelle

Dans le cadre de ce travail de fin d'études, I’étudiant a réalisé un état de I'art approfondi portant
sur le kombucha, le SCOBY et la cellulose bactérienne, avec un accent particulier sur les protocoles
de purification compatibles avec une application alimentaire. Sur cette base, il a identifié et
sélectionné des méthodes de purification adaptées, qu’il a mises en ceuvre expérimentalement. Il
a assuré la production du kombucha, le suivi des temps de fermentation, ainsi que la purification
du SCOBY selon différentes conditions de température.
L'étudiant a également développé et formulé des sorbets intégrant le SCOBY purifié, en réalisant
I'ensemble des essais de formulation nécessaires. Il a conduit les analyses physico-chimiques,
structurales et microbiologiques, assuré le traitement statistique des données, réalisé les
graphiques et interprété I'ensemble des résultats. Il a en outre congu, organisé et mis en ceuvre
I'analyse sensorielle, incluant la préparation des échantillons, I’élaboration des questionnaires,

I'organisation logistique des séances et I'encadrement des participants.

Enfin, des outils d’intelligence artificielle ont été utilisés comme aide a la reformulation et a la
clarification de certains éléments descriptifs, notamment lors de la rédaction de la section relative

aux observations en microscopie électronique a balayage (MEB).



Conclusion et perspectives

Ce travail met en évidence l'influence des conditions de fermentation et des étapes de purification
sur les propriétés structurelles, microbiologiques et fonctionnelles de la cellulose bactérienne issue
du SCOBY, soulignant ainsi son potentiel de valorisation dans des applications alimentaires.
L'étude des paramétres de production du SCOBY montre que la durée de fermentation constitue
le facteur prédominant influencant la formation et I'accumulation du biofilm cellulosique.
L'augmentation de la masse et de I'épaisseur du SCOBY observée entre 7, 14 et 21 jours traduit
la poursuite de l'activité des bactéries acétiques a l'interface air-liquide, ou la disponibilité en
oxygene favorise la biosynthese de cellulose. A l'inverse, l'influence de la masse initiale de SCOBY
et du pourcentage de jus de repiquage apparait surtout aux stades intermédiaires, puis tend a
s’atténuer lorsque la fermentation se prolonge, au profit d’'une variabilité accrue des productions,
reflétant la complexité du systéme biologique étudié.

L'analyse de différents dispositifs de fermentation met également en évidence le réle clé des
modalités d’exposition a I'oxygéne dans la formation du SCOBY. La diffusion de I'oxygene a travers
les parois des sacs en silicone permet une exposition du biofilm sur ses deux faces, favorisant une
croissance plus tridimensionnelle et un épaississement du SCOBY.

La purification du SCOBY apparait comme une étape déterminante en vue de sa caractérisation et
de son utilisation en tant qu’ingrédient alimentaire. Les traitements alcalins et oxydants successifs
appliqués s’accompagnent d’une diminution progressive de la masse et d’'une modification visuelle
marquée du biofilm, traduisant I|'élimination de composés non cellulosiques et de résidus
microbiens. Dans les conditions étudiées, la purification réalisée a 90 °C conduit a une fraction
massique résiduelle plus élevée et a un matériau plus homogeéne que celle réalisée a 20 °C,
suggérant une stabilisation accrue du SCOBY a haute température.

Les analyses physicochimiques et microbiologiques confirment la préservation de la structure
caractéristique de la cellulose bactérienne apres purification, tout en mettant en évidence une
diminution importante de la charge microbienne. Cette réduction du nombre de microorganismes
viables, observée pour les deux températures de purification, traduit I'efficacité des traitements
appliqués pour l'inactivation et I'élimination des cellules résiduelles issues de la fermentation,
constituant un critere clé en vue d’applications alimentaires.

Enfin, I'incorporation d’'un SCOBY purifié dans une matrice glacée a permis d’explorer de maniere
appliquée le potentiel de valorisation alimentaire de ce co-produit du kombucha. Les formulations
contenant du SCOBY présentent des modifications de texture et de comportement a la fonte par
rapport aux formulations témoins, suggérant des modes d’interaction distincts au sein du systéme

étudié. Les résultats sensoriels indiquent que les sorbets enrichis en SCOBY demeurent



globalement acceptables, confirmant l'intérét de ce co-produit en tant qu’ingrédient fonctionnel

d’origine microbienne.

Les perspectives d’amélioration de ce travail de fin d’étude sont multiples et considerent plusieurs
aspects de la recherche.

Concernant l'optimisation de la production de SCOBY, l'exploration d’autres parameétres de
fermentation pourrait étre envisagée, tels que la concentration initiale en sucres, la température
de fermentation ou encore la composition du milieu fermentaire. Une étude plus approfondie de
ces facteurs permettrait de mieux comprendre leur influence sur la formation et la croissance de
la cellulose bactérienne. Par ailleurs, l'utilisation de bacs gastronormés pourrait faire I'objet
d’investigations complémentaires, avec un nombre plus important de conditions expérimentales,
afin de mieux évaluer I'impact de la surface de fermentation et de la géométrie des contenants
sur le rendement de production du SCOBY.

En ce qui concerne la purification du SCOBY, le développement de protocoles alternatifs plus
durables pourrait étre envisagé, notamment par l'utilisation de solvants plus respectueux de
I'environnement et par la réduction de la consommation énergétique globale du procédé. En
particulier, I’évaluation de solvants plus verts pourrait permettre de limiter I'impact
environnemental de la purification tout en conservant une efficacité comparable. Par ailleurs, la
détermination d’'une masse seche au sens strict, aprés un séchage complet, permettrait d’obtenir
une estimation plus précise du rendement de purification en matiere solide.

La mise en forme du SCOBY sous forme de poudre constitue également une perspective
intéressante, tant pour la standardisation du matériau que pour sa valorisation alimentaire. Une
telle approche permettrait d’évaluer les propriétés de solubilité, de mouillabilité, de dispersion et
le comportement fonctionnel du SCOBY en poudre, ainsi que sa stabilité et sa compatibilité avec
différentes matrices alimentaires.

Sur le plan de la caractérisation, I'analyse par microscopie électronique a balayage pourrait étre
approfondie par la comparaison d’échantillons avant et apres purification, ainsi qu’entre
différentes conditions de purification, afin de mieux visualiser I'impact des traitements sur la
structure du réseau cellulosique.

Enfin, pour la partie incorporation du SCOBY dans une matrice alimentaire, le recours a des
analyses sensorielles discriminantes, telles que les tests triangulaires ou les tests de classement,
pourrait étre envisagé afin d’affiner I'’évaluation de limpact du SCOBY sur les propriétés
sensorielles du produit final. L'étude de l'incorporation du SCOBY sous forme de poudre dans une
matrice glacée, ainsi que son application dans d’autres matrices alimentaires, permettrait d’élargir

les perspectives de valorisation de ce matériau.
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Annexes

Annexe 1 Questions du formulaire d’analyse sensorielle

Evaluation a la cuillére et a I'oeil
e Crémeux : Est-ce que la texture a la cuillére est crémeuse ?

Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord

e Ferme : Est-ce que la texture a la cuillére est ferme ?

Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord

Aprés dégustation

e Fonte : Est-ce que le sorbet fond facilement en bouche ?
Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord
e Crémeux : Est-ce que le sorbet est crémeux en bouche ?
Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord
o Elastique / Gommeux : Est-ce que la texture du sorbet est élastique ou gommeuse

comme du chewing-gum ?

Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord
e Texture : Est-ce que la texture en bouche est agréable ?
Pas du tout d'accord, Pas d'accord, Neutre, D'accord, Tout a fait d'accord

Appréciation générale

Trés désagréable, Désagréable, Neutre, Agréable, Trés agréable

Annexe 2 Données brutes se référant aux masses de SCOBY

Tableau additionnel 1. Masses de SCOBY

37 46 38 43
F1 J14 69,53 72,12 61,92
J21 95,45 111,33 97,42
37 33,5 35,5 35
F2 J14 52 56 54
J21 171,17 191,1 120,81
17 43 34,82 36,18
F3 J14 55,52 54,24 54,89
J21 110 120,05 153,60

Tableau additionnel 2. Moyennes et écart-types des masses de SCOBY en variant le temps de

fermentation.

Moyenne Ecart type
J7 42,33 4,04
F1 J14 67,86 5,30
J21 101,40 8,66
J7 34,67 1,04
F2 J14 54,00 2,00
J21 161,03 36,23
J7 38,00 4,38
F3 J14 54,88 0,64
J21 127,88 22,83




Tableau additionnel 3. Masses de SCOBY

SCOBY initial (g) SCOBY produit (g)
10 151,17 171,1 110,81
20 200,52 213,79 210
30 250,1 168,44 166,67

Tableau additionnel 4. Moyennes et écart types masses de SCOBY

SCOBY initial (g) Moyenne Ecart type
10g 144,36 30,72
20g 208,10 6,84
30g 195,07 47,67

Annexe 3 Analyse FTIR du SCOBY
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Figure 22. Analyse FTIR du SCOBY J7 purifié a 20 °C
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Figure 23. Analyse FTIR du SCOBY J14 purifié a 20°C
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Figure 24. Analyse FTIR sur SCOBY J21 purifié a 20°C
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Figure 25. Analyse FTIR sur MCC

0.05
L

R_TWW

0.00

Wavenumber cm-1

Annexe 4 la capacité d'absorption d’eau du SCOBY

Figure 26. Aspect de SCOBY avant et apres test d'absorption d'eau



Annexe 5 Analyses Microbiologiques

d e
Figure 27. (a) SOCBY J21 non purifié (b) SCOBY J14 purifié a 90°C lyophilisé (c) SOCBY J14 jours purifié a 20°C
lyophilisé (d) SCOBY J14 purifié a 90°C frais (e) purifié a 20°C frais
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Figure 28. Analyse thermogravimétrique dérivée: comparaison des profils de dégradation thermique du SCOBY J14
purifié & (20 °C vs 90 °C) et de la MCC



