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Introduction

Ces dernicres années, les demandes des consommateurs pour les aliments qui contribuent
directement a la santé des gens ont augmenté considérablement. La tendance actuelle est que la
nourriture n’a pas seulement des fins nutritionnelles, mais elle est utilisée aussi pour prévenir les
maladies liées a la nutrition et améliorer le bien-étre physique et mental des consommateurs, a cet

¢gard, les aliments fonctionnels jouent un réle important [Lopes et al., 2017].

Les aliments fonctionnels sont tous les aliments ou les boissons, consommés dans I'alimentation
quotidienne peuvent apporter des avantages physiologiques particuliers, en raison de la présence de
substances physiologiquement actives, c’est le cas des acides gras, des vitamines et des probiotiques

[Etchepare et al., 2015].

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants ; lorsqu'ils sont présents en quantit¢ suffisante
dans le tube digestif, confeérent des avantages pour la santé de I'hdte [FAO/OMS, 2002; Shori.,
2017]. Ces derniers doivent demeurer viable dans les produits dans lesquels ils sont incorporées,
lors de fabrication et de conservation ainsi durant leur passage dans le tractus gastro-intestinal

[Gbassi et Vandamme., 2012].

Afin d'améliorer la viabilité et la stabilité des probiotiques, différentes techniques ont été proposé
y compris la sélection appropriée des souches résistantes a l'acide et a la bile, 1’utilisation de
récipients imperméables a I'oxygeéne, I’adaptation au stress. Cependant, ces méthodes n'avaient que

peu de succes [Li et al., 2008 ].

Par contre, une approche attire actuellement 'attention des chercheurs : I’encapsulation qui est une
technologie nouvelle qui consiste a retenir et localiser les cellules microbiennes dans une matrice,
ce qui permet de protéger les cellules et d’obtenir de hautes densité¢ de biomasse active [Li et al.,

2008; Kamalian et al., 2014].
Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail est :

L’encapsulation des bactéries lactiques probiotiques par la méthode d’extrusion dans différents

matrices; alginate /gomme arabique, alginate /gomme de caroube et alginate /amidon.

L’étude de la viabilité des bactéries encapsulées et libres apres exposition aux conditions gastro-

intestinales simulées et aux conditions de conservation.

-l
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Chapitre I : Les bactéries lactiques Synthese bibliographique

I. 1. Définition :

Les bactéries lactiques comprennent un groupe diversifié d'organismes ubiquitaire avec
caractéristiques communes de la production d'acide lactique [Wedajo. 2015]. Elles sont largement
distribuées dans différents €écosystémes et se trouvent couramment dans les aliments (produits
laitiers, viandes et 1égumes fermentés, boissons), les eaux usées, les plantes mais aussi les voies

génitales, intestinales et respiratoires de 'homme et des animaux [Savadogo et al., 2006].
I. 2/ Caractéristiques générales :

Les bactéries lactiques appartiennent au groupe de bactéries Gram positif, cocci ou batonnets,
immobiles, asporulées, pseudocatalase ou dépourvues de catalase [Savadogo et al., 2006],
préférant les conditions anaérobies mais sont aérotolérantes, sont des neutrophiles a pH optimal
entre 5 et 9 mais tolérantes aux acides [Van de Guchte et al., 2002; Hazal Ozyurt et Otles., 2014],
sont des mésophiles mais elles sont capables de croitre dans un intervalle de températures allant de
5°C a 45°C [Caplice et Fitzgerald., 1999].

Les bactéries lactiques produisent de I'acide lactique comme produit principal de fermentation dans
le milieu de culture et généralement reconnu comme non pathogenes [Suhartatik et al., 2014].

Les bactéries lactiques sont généralement subdivisées en deux groupes distincts en fonction de leur

métabolisme glucidique :

- Le groupe homofermentaire dégrade les hexoses en lactates, métabolite principal.
- Le groupe hétérofermentaire dégrade les hexoses en lactate et en produits additionnels tels

que l'acétate, 1'éthanol, le CO,, le formiate le succinate [Hazal Ozyurt et Otles., 2014].
I. 3/ Classification :

La classification des bactéries lactiques a été basée sur le critere morphologique, métabolique et
physiologique comprenant quatre genres: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et

Streptococcus [Savadogo et al., 2006; Quinto et al., 2014].

Les méthodes actuelles utilisées pour la classification des bactéries lactiques reposent
principalement sur I'analyse et le s€équengage de l'acide ribonucléique ribosomal 16S (ARNr). Sur la
base de ces techniques, les bactéries Gram positif sont divisées en deux groupes en fonction de leur

teneur en G + C.

-l



Chapitre I : Les bactéries lactiques Synthese bibliographique

Les actinomycetes ont une teneur en G + C supérieure a 50% molaire et contiennent des genres tels
qu’Atopobium, Bifidobacterium, Corynobacterium et Propionibacterium. En revanche, la branche
de Clostridium a une teneur en G + C inférieure a 50% molaire et comprend les genres des bactéries
lactiques typiques Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et
Streptococcus [Savadogo et al., 2006]. Les bactéries lactiques se trouvent dans deux phylums

distincts, a savoir Firmicutes et Actinobacteria.

Au phylum Firmicutes, les bactéries lactiques appartient aux Lactobacillales comprend les genres
suivants: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus,  Tétragénocoque, Aerococcus, Carnobacterium, Weissella, Alloiocoque,
Symbiobacterium et Vagococcus ; Au phylum Actinobacteria, les bactéries lactiques comprend les

genres Atopobium et Bifidobacterium [Quinto et al., 2014; Wedajo., 2015].
I. 4/ Bactéries lactiques probiotiques:

Les probiotiques sont des monocultures ou des cultures mixtes de micro-organismes vivants, décrits
par l’organisation mondiale de sant¢ (OMS) comme organismes vivants, qui lorsqu'ils sont
administrés en quantités adéquates, conferent des avantages pour la santé de I'hote [FAO/OMS,
2002], capables d'atteindre le gros intestin en quantités suffisantes pour permettre la colonisation et
la prolifération. Il a été recommandé que les aliments contenant des bactéries probiotiques devraient
étre de 10® a 10° UFC/ g juste avant l'ingestion pour s'assurer qu'un minimum thérapeutique
suffisant de 10° — 10" UFC/g pourrait atteindre le colon [Hazal Ozyurt et Otles., 2014 ; Etchepare
et al., 2015].

Les principaux effets bénéfiques sur la santé liés a la consommation des bactéries lactiques
probiotiques sont: le soutien de la microflore intestinale indigéne (effet antagoniste), soulagement
de la constipation, réduction des diarrhées [Hazal Ozyurt et Otles., 2014; Suhartatik et al.,
2014 ; Papadimitriou et al., 2016], stimulation du systéme immunitaire , synthétise des vitamines
agissant comme agents antimicrobiens, amélioration d'absorption du calcium dans le c6lon [Anal et
Singh., 2007; Riaz et Masud., 2013; Al —Furaih et al., 2016], soulagement des symptomes de
l'intolérance au lactose, abaissement du cholestérol de plus ont des propriétés anticancérigénes

[Zanjani et al., 2018].

Les especes appartenant a  Bifidobacterium et Lactobacillus sont largement utilisées comme
probiotiques. Ces derniers comprennent les genres Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus et Streptococcus|Riaz et Masud., 2013; Hazal Ozyurt et

Otles., 2014 |.
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Chapitre II: L’encapsulation Synthese bibliographique

Les bactéries probiotiques sont sensibles aux conditions physico-chimiques difficiles, a partir de la
fabrication au stockage jusqu'a la consommation finale ; comme le pH faible, la post-acidification
pendant la fermentation des produits, 1’ acidité élevée, le traitement thermique, température de
stockage [Gbassi et Vandamme., 2012], de plus les probiotiques sont exposées au conditions
gastro-intestinales (le pH acide du suc gastrique(1- 2,5), les sécrétions biliaires du liquide intestinal,
des enzymes digestives (pepsine), le stress osmotique, I'oxygeéne, le peroxyde d’hydrogene et les
acides gras a chaine courte, [Kailasapathy., 2002; Riaz et Masud., 2013; Damodharan et al.,

2017], C’est pourquoi les techniques d’encapsulations sont développées.
I1. 1/ Définition :

L'encapsulation est le revétement d’une substance dans une autre substance, produisant des
particules au nanométre (nanoencapsulation), au micrometre (microencapsulation) ou a l'échelle
millimétrique [Ré., 1998; Gharsallaoui., 2007; Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013]. La
substance encapsulée est habituellement appelée matériau de noyau, agent actif, agent de charge,
phase interne ou phase de charge utile, généralement un liquide, mais peut étre un solide ou un gaz

[Ré., 1998; Gibbs et al., 1999; Gharsallaoui., 2007].

La substance utilisée pour encapsuler est appelée membrane de revétement, capsule, enveloppe,
matériau de support ou de paroi, phase externe ou matrice. Dans le cas de la lyophilisation appelées

cryoprotecteurs [Gibbs et al., 1999; Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].
Différents types d'encapsulation (Figure I. 1) pourraient étre caractérisés :

L’encapsulation simple a une couche autour du matériau de noyau de forme sphérique ou irréguliére
[Gibbs et al., 1999; Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].

Le type de capsule a I'agent actif dispersé dans la méme structure de paroi et peut également étre
trouvé sur la surface [Gibbs et al., 1999]. Une combinaison de ces deux types donne une troisi¢me
matrice, dans laquelle 1'agent actif est une capsule recouverte d'une couche supplémentaire ou
plusieurs de la méme compositions ou variables [Gibbs et al., 1999; Serna-Cock et Vallejo-

Castillo., 2013].
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Figure L. 1: Types de capsule [Gibbs et al., 1999; Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].
II. 2/ Principe et intérét d’encapsulation des bactéries :

La plupart des technologies d’encapsulation sont basées sur 1'immobilisation des bactéries dans une

matrice qui reste inchangée pendant une période appropriée [Cook et al., 2012].

Parlant d'applications biotechnologiques, I’encapsulation agit comme une barriére physique pour
protéger les bactéries contre les conditions environnementales défavorables, améliore leur viabilité
et leur efficacité dans les produits alimentaires, de plus la libération ciblée des probiotiques est un
autre intérét [Gibbs et al., 1999; Burgain., 2011; Etchepare et al., 2015; Damodharan et al.,
2017].

I1. 3/ Polyméres utilisées pour I’encapsulation :

Les matériaux d’encapsulation utilisées dans les produits ou les procédés alimentaires peuvent étre
naturels ou synthétiques [Jankowski et al., 1997], sans danger pour la consommation (GRAS :
Generally Recognized As Safe) , forment une barri¢re entre I'agent actif et son environnement pour
protéger les bactéries probiotiques des dommages causés par des facteurs externes et enfin &tre

rentables [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].
I1. 3. 1/ Les polysaccharides :

L'alginate de sodium, le carraghénane, la gomme arabique, le chitosane, les dextranes, 1'amidon,
l'agar et la cellulose sont les principaux supports utilisés pour l'encapsulation [Serna-Cock et

Vallejo-Castillo., 2013].
II. 3. 1. 1/ Lalginate de sodium :

L'alginate de sodium est le matériau le plus couramment utilisé, c'est un copolymere amorphe
linéaire non ramifi¢ composé d'acide B-D-manuronique (M) et d'acide a-L-guluronique (G) lié par

1- 4 liaisons [Li et al., 2008; Kamalian., 2014]. Les unités M et G sur les alginates peuvent étre




Chapitre II: L’encapsulation Synthese bibliographique

arrangées de maniére aléatoires ou organisées en séquences hétérogenes ou homogenes. La
composition chimique et la distribution d'une séquence d'alginate de sodium dépendent des espéces

et des parties d'algues utilisées dans 1’extraction [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].

L'alginate de sodium est largement utilisé comme agent gélifiant, en raison de sa capacité a former
des hydrogels avec des cations divalents, tels que Ca+?, Ba+%, Sr+* dans des conditions modérées.
L'hydrogel est formé parce que les blocs d'acide guluronique se lient aux cations, ce qui résulte en
un réseau tridimensionnel de filaments d'alginate qui sont maintenus ensemble avec des interactions

ioniques [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].

L'alginate de sodium est de faible cofit, facile a manipuler, capable de former une matrice
hautement polyvalente, biocompatible et non-toxique pour la protection des composants actifs, et
des cellules sensibles a la chaleur, au pH, a 1'oxygéne et d'autres facteurs dans lesquels les aliments
sont exposés pendant son traitement et son stockage [Etchepare et al., 2015]. L’alginate de
sodium se caractérise par la réversibilit¢ de I'encapsulation c'est-a-dire la solubilisation de gel
d'alginate par la séquestration avec les ions de calcium, et la libération possible de cellules

encapsulées dans l'intestin de 1'homme [Li et al., 2008].

II. 3. 1. 2/ La gomme arabique :

La gomme arabique est un polysaccharide complexe chargée négativement, largement utilisée dans
l'industrie en raison de sa grande solubilité et sa faible viscosit¢é a des concentrations élevées.
Populaire dans le secteur pharmaceutique en raison de ses propriétés physiques (non-toxique,

hautement soluble, pH stable) [Espinosa-Andrews et al., 2007; Mohamed et al., 2017].

La gomme arabique (GA) est un exsudat d’arbre d'Acacia Semegal c'est un arabinogalactan
[Espinosa-Andrews et al., 2007]. Sa chaine principale est composée d’unités [-D-
galactopyranosyle liées en 1,3 et la chaine latérale sont jointes a la chaine principale par 1,6- laison.
Les deux chalnes principales et latérales comprennent o-L-arabinofuranosyle, a-L-
rhamnopyronosyle, B-D-glucuronopyranosyle et 4-O-méthyl-B-D-glucuronopyranosyle [Mohamed
etal., 2017].

II. 3. 1. 3/ La gomme de caroube :

La gomme de caroube est un polysaccharide cationique et naturel utilisé pour améliorer la stabilité
des billes d'alginate [Dakiaa et al., 2008 ; Damodharan et al., 2017]. La gomme de caroube est un

polysaccharide de galactomannane, poudre blanche a jaunatre, presque inodore obtenu a partir de la
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graine de l'endosperme du caroubier (Ceratonia siliqua) de la famille des plantes de Leguminosae
[Meunier et al., 2014]. Les unités de galactomannane sont constituées d'une chaine linéaire de
motifs B-D-mannopyranosyle (mannopyranose) (1 a 4) avec des résidus a-D galactopyranosyle
(galactopyranosyl) (1-6) en tant que chaines latérales [Casas et Garcia-Ochoa., 1999; Meunier et
al., 2014 ]. La gomme de caroube est capable de produire des solutions aqueuses a haute viscosité
[Ruiz et al., 2002]; légerement soluble dans 1'eau froide entierement soluble lorsque elle est

chauffée a environ 80 °C [Casas et Garcia-Ochoa., 1999].
II. 3. 1. 4/ L’amidon :

L'amidon est un polysaccharide généralement transparent, inodore, insipide et incolore constitué
d'un grand nombre d’unités de D-glucose réunies par des liaisons glucosidiques. Les granules
d'amidon contiennent I’amylose et 1’amylopectine, qui peut former des solutions et des gels.
L'amylose est une molécule peu ramifiée principalement constituée des liaisons a (1-4) [Rokka et

Rantamiki., 2010; Bourgain et al., 2011 ; Pavli et al., 2018].
II. 3. 2/ Les oligosaccharides :

Le sirop de mais, le saccharose et la maltodextrine sont couramment utilisés comme

oligosaccharides pour encapsuler les bactéries lactiques [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].
I1. 3. 3/ Les lipides :

Les lipides utilisés comprennent les cires naturelles, les huiles végétales et les acides gras. Ces
composé€s présentent certains inconvénients concernant leur application, montrant des instabilités
mécaniques et chimiques ainsi qu'une diminution de la qualité organoleptique c’est pourquoi sont
généralement combinés avec d'autres matériaux tels que les polysaccharides et les protéines [Pavli

etal., 2018].
I1. 3. 4/ Les protéines :

Le gluten, la caséine, les protéines de lactosérum, l'albumine, sont les protéines d'encapsulation les

plus utilisées [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].
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I1. 4/ Méthodes Principales d’encapsulation :
II. 5. 1/ Extrusion :

La gélification ionique externe se produit en utilisant la technique d’extrusion (Figure I. 2), et elle
peut étre faite dans des conditions aérobies et anaérobies. Dans cette technique, les
microorganismes sont ajoutés a une solution hydrocolloide comme I'alginate et sont immédiatement
extrudée sous forme des gouttelettes par une seringue dans une solution d'un agent de réticulation

tels que de chlorure de calcium [De Vos et al., 2010].

Bactéries probiotigues

MAdginate de sodium ;?——
5 = /‘_
1]

Bacteries
encapsulées

Figure 1. 2: Schéma représente la méthode d’extrusion [Serna-Cock et Vallejo-Castillo., 2013].

L'interaction des ions, tels que Ca'™, avec les groupes carboxyle des polyméres de 'alginate conduit
a la formation d'un gel insoluble, les particules tridimensionnelles produites par extrusion présentent

typiquement des diameétres allant de 500 um a 3 mm [Etchepare et al., 2015].

La taille des particules formées dépend de la taille du diameétre de 1'aiguille utilisée pour égoutter la
solution, la viscosité et la concentration de la solution d'alginate, outre la distance entre la seringue
et la solution de chlorure de calcium [Rathore et al., 2013; Riaz et Masud., 2013], une
concentration et une viscosité plus élevées de la solution d'encapsulation donnent des perles plus

petites [Riaz et Masud., 2013].
I1. 5. 2/ Emulsion :

La technique par émulsion fait par la dispersion d’une phase aqueuse de cellules/polymére (phase
discontinue) dans une solution d'un plus grand volume d'huile végétale (phase continue) telle que
I'huile de soja, I'huile de tournesol, qui entraine la formation d'eau dans I’émulsion d'huile [Rathore

et al., 2013; Hazal Ozyurt et Otles., 2014].
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Le durcissement des capsules résulte par abaissement de température ou par l'addition sous
agitation magnétique d'une solution gélifiant telle que le chlorure de calcium (Figure 1. 3). Par la
suite, la gélification est initiée en réduisant le pH on utilise un acide liposoluble [Etchepare et al.,
2015], la taille des billes résultants est influencée par la concentration et la viscosité du mélange
d'encapsulation avant gélification, la vitesse d’agitation, et le type d'émulsifiant utilis¢ [Riaz et

Masud., 2013].

Etape 1- Etape 2: Dres cellules
dispersion des_ gou.tltelenes durcissement par a.d(fhnon. probiotiques
par emulsification de chlorure de calcium encapsulées

Phase interne .
liquide alginate

bioactifs
polymeére
de
revétement

Cellules microbiennes

Figure L. 3: Schéma représente la méthode d’émulsion [Burgain., 2011].
II. 5. 3/ Coacervation :

Par définition, la coacervation est une technologie d'émulsification modifiée [De Vos et al., 2010] ;
c’est une séparation de phase liquide-liquide [Rokka et Rantamiiki., 2010], peut étre classée en

deux types:

La coacervation simple avec seulement un soluté colloidal tel que la gélatine.
Le processus de coacervation complexe a deux polymeres chargés différemment [Gibbs et al.,
1999; Aloys et al., 2016], se fait en trois étapes comprenant la séparation de phase, le dépot et la

solidification.

Dans la premiére étape, le matériau de revétement contenant des polymeres de charge opposée,
généralement des protéines et des polysaccharides passe par un processus de séparation de phase et
forme un coacervat qui peut former un film / revétement autour du matériau cible qui doit étre

encapsulé [Weinbreck et al., 2004].

Finalement, la solidification du matériau de revétement est effectuée par réticulation en utilisant une
méthode chimique, thermique ou enzymatique, les microparticules formées sont ensuite collectées

par filtration ou centrifugation suivie d'un séchage [Solanki et al., 2013]. La taille de la capsule et

]
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ses caractéristiques peut étre modifié en changeant le pH, la concentration en ions, le rapport de

matériau de revétement et le composant bioactif, et le type de matrice [Rathore et al., 2013].
I1. 5. 4/ Séchage par pulvérisation :

Le séchage par pulvérisation est une technique appropriée pour les applications industrielles a
grande échelle. Une suspension bactérienne est homogénéisée avec le matériau d’encapsulation a
un rapport de 1/4. Le mélange est ensuite introduit dans un atomiseur est atomisé a l'aide d'une buse
et le solvant est évaporé apres étre entré en contact avec de l'air chaud ou du gaz (Figure 1. 4)
[Gibbs et al., 1999; Gharsallaoui., 2007;Rajam et al., 2012; Serna-Cock et Vallejo-Castillo.,
2013].

Ajr chaud

automiseur 1

séchage par
pulvérisation

—
==

composeés bioactifs

pulvérisation

Cycione

matériau de revétement

-

capsules séchées par pulvérisation

Figure L. 4: Schéma représente la méthode de séchage par pulvérisation [De Vos et al., 2010].
I1. 5. 5/ Lyophilisation :

La lyophilisation est réalisée en congelant le probiotique avec le matériau support (typiquement
entre -30 et -20°C), suivie par une sublimation (évaporation) de l'eau sous vide a une pression

absolue comprise entre 0,05 et 0,1 mBar et une température entre -50 et -30 °C.

Une fois lyophilisés, les cryoprotecteurs sont ajoutés pour préserver et stabiliser l'activité
probiotique pendant le stockage. Les cryoprotectans les plus courants sont le lactose, le tréhalose, le
sorbitol, le saccharose, les protéines du lait et le lait écrémé [Serna-Cock et Vallejo-Castillo.,

2013].
II. 5. 6/ Revétement sur lit fluidisé :

La méthode consiste a suspendre la suspension bactérienne dans l'air et les molécules de matrice
sont pulvérisées sur les composants bioactifs (les graisses, des protéines, des glucides et des

émulsifiants) cela forme une capsule (figure L. 5). En outre, il est utile d'appliquer un couche

|
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supplémentaire de molécule pour une libération ciblée dans I'intestin [De Vos et al., 2010; Nedovic

et al., 2011].

Les molécules de revétement \---___--—-/

Figure L. 5: Schéma représente la méthode de revétement sur lit fluidisé [De Vos et al., 2010].
II. 5. 7/ Encapsulation par enrobage et agglomération :

Dans cette méthode, la forme solide du matériau de base est maintenue en mouvement dans un

récipient spécialement congu [Solanki et al., 2013].

Un matériau de revétement liquide est pulvérisé sur le matériau du noyau et se solidifie pour former
une couche a la surface. Le matériau de revétement liquide peut étre injecté a partir de nombreux

angles sur le matériau du noyau (Figure I. 6) [Burgain et al., 2011].

\ Matériau
d
- . 7 =

oo Ao Systtme de revétement
_qw“ pulvérisation
zone de
ségrégation
zZone
d'expanation

/cyl.ind.re d

air fluidise

Matériau
wurster de

Chatiibie dé matériel
PrOCESSENr.  de départ
partie 5
d'admission air -
Tsis .

Systeme de revétement
pulwvérisation

B+ produit final

Matériau de

-~ 5 = i
evBtemant Systéme de ; S Disk

pulvérisation ' rotatoire

air fluidisé

Figure I. 6: Schéma représentant la méthode d’encapsulation par enrobage et agglomération

[Burgain et al., 2011].

<
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I1. 5. 8/ Inclusion moléculaire :

Encapsulation de bioactifs par inclusion moléculaire implique généralement leurs inclusions dans
les molécules de cyclodextrine (Figure L. 7), ce dernier est utilisé puisque le centre est hydrophobe
alors que la surface est hydrophile. Le bioactif est encapsulée dans la cavité intérieure lipophile
dans un environnement aqueux [Trifkovi¢ et al., 2016]. Le complexe puis précipite hors de la
solution. Seule I'eau peut servir comme le milieu de suspension. Le précipité est récupéré et séché

par des moyens conventionnels [Gibbs et al., 1999; Nedovic et al., 2011].

Figure I. 7 : Schéma représentant le complexe d’inclusion moléculaire [De Vos et al., 2010].
II. 5. 9/ Encapsulation dans les liposomes :

Un type de capsules avec des propriétés plus polyvalentes et moins de fragilit¢ que ceux faits de
graisse sont les liposomes. Ils consistent en une ou plusieurs couches de lipides non toxiques. Les
phospholipides constituent la couche externe c’est les couches de liposomes. La partie hydrophile
des lipides est orientée vers la phase aqueuse et les groupes hydrophobes associés avec les
groupements hydrophobes d'autres molécules lipidiques. Le pliage de la feuille lipidique donne une

capsule sphérique tres stable due a I'absence d'interaction des lipides avec I'eau.

Les matériaux aqueux ou liposolubles (pas les deux), sont pi¢gés dans ces membranes (Figure 1. 8)

[Gibbs et al., 1999;Trifkovi¢ et al., 2016].
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Figure 1.8 : Le liposome [De Vos et al., 2010].
I1. 6/ Critéres de sélection d'une technologie d'encapsulation appropriée:

Quand on choisit I'encapsulation comme technologie pour fournir les avantages désirés, on devrait

prendre les parametres suivants :

Les caractéristiques physicochimiques d’agent actif et du matériau d’encapsulation.

Les applications du matériau encapsulé.

Les conditions de traitement utilisées pendant la production ou la transformation des aliments, les
conditions de stockage du produit alimentaire contenant les encapsulats avant leur utilisation.

La taille des particules, la densité nécessaire pour l'incorporer correctement dans le produit
alimentaire.

Les contraintes de cofts et le (s) déclencheur (s) et mécanisme (s) de libération [Ré. 1998; Serna-

Cock et Vallejo-Castillo., 2013; Solanki et al., 2013].
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Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au laboratoire de la Microbiologie de 1’'universit¢ Mohamed Seddik Ben

Yabhia / Jijel pendant la période d’Avril- juin 2018.
I1. 1. Matériel
II. 1. 1. Les bactéries lactiques utilisées

Trois souches bactériennes isolées et purifiées précédemment par M™ Samiya Amira de fromage

Klila (fromage traditionnel algérien) ont été utilisées :
Lactobacillus brevis (B1).
Lactobacillus casei (KBM,).
Lactobacillus plantarum (B10).
II. 1. 2. Milieu de culture et réactifs
% Milieu de culture :

Milieu MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) bouillon et gélose préparée fraichement au niveau de

laboratoire.
% Réactifs :

Solution tampon (PBS) 0,5M. pH : 7,4 (NaH,PO4, Na,HPO,).

Polymeéres mixtes : Alginate (1%), gomme arabique (1%).
Alginate (1%), gomme de caroube (1%).
Alginate (2%), amidon (1%).

Chlorure de calcium (0,5M).

Citrate de sodium (5%).

HCl.

NaOH.

Eau physiologique 0,9%.

Eau distillée.
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Pepsine a 0,3 %.

Sels biliaires a 0,6 %.

Pancréatine a 0,1%.

Boisson d’ananas UHT (N’GAOUS ).
IL. 1. 3. Equipements :

Autoclave (Slli AVX éléctronique).
Agitateur magnétique (BUNSEN)).
Bain marie (Gerhardt Bonn).

Balance (Scout Pro).

Balance analytique (Kern ALS 220.4N).
Barreau magnétique.

Bec Bunsen.

Centrifugeuse (HETTICH ZENTRIFUGEN).
Cellule de Malassez.
Etuves (Memmert).

Incubateur agitateur (INFORS HT Ecotron).

Microscope optique (OLYMPUS OPTICAL CHK2-F-GS).

Microfiltres (0,45um, 0,22mm).
Micropipette(Spinreact).
pH-metre (HANNA instrument).
Pied a coulisse numérique
Seringue (2,5ml).

Vortex (Heidolph).

)
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I1. 2. Méthodes :

La pureté des trois souches utilisées dans ce travail a été testé par :

Ensemencement sur gélose MRS a partir du bouillon MRS et incubation a 37°C pendant 24 h.
Etude microscopique (état frais, coloration de Gram).

Réalisation des tests enzymatique d’orientation rapides (test de catalase).

» On peut conclue que les souches sont pures lorsque les colonies sont de méme forme, taille

et couleur.
IL. 2. 1. Préparation des cellules pour I’encapsulation :

Apres repiquage successive des souches dans le bouillon MRS et incubation a 37°C pendant 24 h,
les cellules bactériennes sont récupérées par centrifugation a 6000 rpm / min pendant 15 minutes.
Le culot est lavé avec de I’eau physiologique puis suspendue dans 10 ml d’eau physiologique pour
obtenir un nombre de ~ 10'°-10"" UFC / ml aprés standardisation en mesurant 1’absorbance & 600

nm (DO=1, 6) [Al —Furaih et al., 2016].
I1. 2. 2. Encapsulation des cellules dans les différentes matrices :

L’encapsulation des bactéries a été réalisé par le mélange de 10 ml de la suspension bactérienne
avec 40 ml de polymeres d’une concentration égale a 2%, le mélange est immédiatement extrudée
sous forme des gouttelettes par une seringue (2,5ml) dans une solution de chlorure de calcium
froide (200ml) de concentration de 0,5 M sous une douce agitation pendant 30 min. Les billes

ainsi formé sont récupérés et conservé a 4°C [De prisco et al., 2015].
I1. 2. 3. Efficacité d’encapsulation :

L'efficacité d'encapsulation a été déterminé par 1'énumération des cellules dans le CaCl, utilisée

pour l'encapsulation et cela sur gélose MRS et a I’aide de la cellule de Malassez.
Le rendement d'encapsulation (EE) a été calculé comme suit:

EE = (N /Ny) x 100

Ou N est le nombre de cellules viables libérées par microcapsules.

Ny est le nombre de cellules libres ajoutées aux matériaux de revétement pendant le processus

d'encapsulation [Chun et al., 2014].
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II. 2. 4. La morphologie des billes :

La forme des billes obtenues en utilisant les conditions d'encapsulation décrites ont été

caractérisées et la taille des billes été mesurée par le pied a coulisse numérique.
I1. 2. 5. La viabilité des cellules libres et encapsulées conservées a différentes températures:

La méthode de De prisco et al., 2015 a été appliquée avec quelques modifications; 1g des billes
dans 9 ml d’eau physiologique et 1ml de cellules libres ont été conservée a 0°C, 4°C et 25°C

pendant 28 jours.

Les taux de survie des cellules libres et encapsulées ont ét¢ ¢évalués par énumération sur gélose

MRS et par dénombrement avec la cellule de Malassez apres 1,7, 14, 21et 28 jours.
I1. 2. 6. La viabilité des cellules encapsulées conservée dans le jus :

La viabilité des bactéries encapsulées a été évaluée par la conservation de 1g des billes dans 9 ml
de jus d’ananas. Le taux de survie des cellules encapsulées était évalué par énumération sur gélose

MRS et a I’aide de cellule de Malassez apres 1, 7, 14, 21 et 28 jours [Chaikham et al., 2015].

II. 2. 7. La viabilité des cellules libres et encapsulée aprés exposition aux conditions gastro-

intestinales simulée :
IL. 2. 7. 1. La préparation de solution gastrique et intestinale :

La méthode de Damodharan et al., 2017 a ét¢ adoptée avec quelques modifications; la solution
gastrique simulée a été préparé en dissolvant la pepsine 0,3% dans une solution gastrique de base
(voir annexe; Tableau 3). Le jus intestinal simulé a été préparé en dissolvant 0,6% des sels
biliaires et 0,1% de la pancréatine dans la solution intestinale (voir annexe; Tableau 2). Les

solutions gastriques et intestinales sont finalement stérilisées a travers des microfiltres (0,22mm).
IL. 2. 7. 2. Expositions aux conditions gastro-intestinales simulées :

Le traitement des bactéries encapsulées avec la solution gastrique et intestinale a été fait par le
mélange de 1 g des billes et de 1 ml de la suspension bactérienne avec 9 ml de solution gastrique
(pH 2) puis incubation a 37 ° C pendant 2h dans I’incubateur agitateur. Par la suite, la solution
gastrique a €té remplacée par 9 ml de la solution intestinal et le mélange a été encore incubé jusqu’

a4h.
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Le dénombrement a été effectué aprés 2h et aprés 4h d’incubation pour les billes et pour les

bactéries libres. les billes ont été dissoutes dans le PBS ou dans le citrate de sodium [De prisco et
al., 2015].
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Résultats et Discussion

III. 1. Caractérisation des billes :

L’encapsulation des trois souches bactériennes par la méthode d’extrusion dans les mixtures de

polyméres a donné des billes de différentes formes et tailles. Ces caractéristiques sont mentionnées

dans les tableaux suivants :

Tableau II. 1: Caractérisation des billes de la souche Lb. brevis.

Bactérie | Matrice Forme des | Nombre | Poids Diametre | Efficacité
d’encapsulation billes des moyen des billes | d’Encapsulation
billes des billes | (mm) (EE) (%)
dans 1 g | (mg)
Lb. Alginate/GA Irréguliere 101 5.2 1,3 99,8
brevis Alginate/GC Elliptique 58 15.7 2,45 98,8
Alginate/Amidon | Sphérique 178 3.7 1,45 100
Tableau II. 2 : Caractérisation des billes de la souche Lb. casei.
Bactérie | Matrice Forme Nombre | Poids Diametre | Efficacité
d’encapsulation des billes | des moyen des billes | d’Encapsulation
billes des billes | (mm) (EE) (%)
dans 1 g
Lb. casei | Alginate/GA Irrégulicre | 96 5 1,72 100
Alginate/GC Elliptique | 63 11.2 1,18 99,8
Alginate/Amidon | Sphérique | 143 4.8 1,33 100
Tableau II. 3 : Caractérisation des billes de la souche Lb. plantarum.
Bactérie | Matrice Forme des | Nombre | Poids Diametre | Efficacité
d’encapsulation billes des moyen des billes | d’Encapsulation
billes des billes | (mm) (EE) (%)
dans 1 g
Lb. Alginate/GA Irréguliere | 170 4.1 1,66 99,8
plantarum | Alginate/GC Elliptique | 78 11.5 2,3 99,6
Alginate/Amidon | Sphérique | 131 6.4 1,57 100

&
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L’aspect des billes résultantes est présenté dans les figures : II. 1, I1. 2, IL. 3.

Figure II. 1. Aspect des billes de la souche Lb. brevis dans les différentes matrices.

((A): Lb. brevis encapsulée dans I’alginate/gomme arabique, (B): Lb. brevis encapsulée dans

I’alginate /gomme de caroube, (C): Lb. brevis encapsulée dans I’alginate /amidon).

Figure II. 2. Aspect des billes de la souche Lb. casei dans les différentes matrices.

((A): Lb. casei encapsulée dans I’alginate/gomme arabique, (B): Lb. casei encapsulée dans

I’alginate /gomme de caroube, (C): Lb. casei encapsulée dans 1’alginate /amidon).
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Figure II. 3. Aspect des billes de la souche Lb. plantarum dans les différentes matrices.

((A): Lb. plantarum encapsulée dans 1’alginate/gomme arabique, (B): Lb. plantarum encapsulée

dans I’alginate /gomme de caroube, (C): Lb. plantarum encapsulée dans 1’alginate /amidon).

Les billes obtenues sont homogenes pour chaque polymére ceci correspond aux résultats de Ouled-
Haddar et al., 2016 qui lorsqu’ ils ont fait I'encapsulation de Lactobacillus plantarum avec
différentes combinaisons de polymeres, ils ont obtenues des billes homogenes avec quelques
variations due a des facteurs physiques tels que la concentration, la viscosité, et la densité de

polymeére utilisée.

III. 2. Effet de la conservation sur la viabilité des cellules libres et encapsulées conservées a

différentes températures et apreés différents périodes :

Les cellules encapsulées et les cellules libres des trois souches Lb. brevis, Lb. casei et Lb.
plantarum ont été conservées a température ambiante 25 °C et a 4° C ainsi a 0°C pendant 28 jours.
La survie des cellules encapsulées et des cellules libres a été suivie est représentée dans les figures

suivantes.
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Figure II. 4. Variations du nombre de bactérie Lb. brevis libre et encapsulée dans 1’alginate/

gomme arabique et conservées a 0°C, 4°C et 25°C au cours du temps.

La figure II. 4. Montre que le nombre des cellules libres testées a diminué progressivement de 9
Log ¢/ml & 8 Log ¢/ml dés le 1" jour jusqu’ a le 28“™ jours. D’autre part, les bactéries lactiques
encapsulées conservées le 1¥ jour ont donné 10 Log €/ml puis ont diminués pendant les 28jours

suivant pour donner environ 8,15 Log ¢/ml.

La survie des cellules Lb. brevis libres et encapsulées dans 1’alginate/ gomme de caroube

conservées a différentes températures est représentée dans la figure II. 5.
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Figure II. 5. Variations du nombre de bactérie Lb. brevis libre et encapsulée dans l’alginate/

gomme de caroube conservées a 0°C, 4°C et 25°C au cours du temps.
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La figure II. 5. Montre que le nombre des cellules libres a diminuée de 9,5 Log ¢/ml a 8 Log ¢/ml
pendant la durée de conservation. En revanche, les cellules encapsulées montrent une meilleure

résistance a 4°C avec 8,3 Log ¢/ml.

La survie des cellules B1 libres et encapsulées dans 1’alginate/ amidon conservées a différentes

températures est représentée dans la figure I1. 6.
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Figure II. 6. Variations du nombre de bactérie Lb. brevis libre et encapsulée dans l’alginate/

amidon conservées a 0°C ,4°C et 25°C au cours du temps.

La figure II. 6. Montre que le nombre initial des cellules libres a été réduit jusqu'a I’obtention de 8

Log ¢/ml le dernier jours de conservation.

D’un autre coté, les bactéries encapsulées ont été réduites de 10 Log ¢/ml a 8,2 Log ¢/ml a 4° C,

25°Cetde 10 Log ¢/ml a 8,07 Log €/ml pour 0°C.

La survie des cellules Lb. casei libres et encapsulées dans 1’alginate/ gomme arabique conservées a

différentes températures est représentée dans la figure I1. 7.
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Figure I1. 7. Variations du nombre de bactérie Lb. casei libre et encapsulée dans 1’alginate/ gomme

arabique conservées a 0°C ,4°C et 25°C au cours du temps.

La figure II. 7. Montre qu’il y a une diminution des cellules libres au cours de la durée de

conservation pour atteindre 7,9 Log ¢/ml a 4°C, 25°C et 8 Log ¢/ml a 0°C. D’autre coté, le nombre

des cellules encapsulées a été diminué de 10, 72 Log ¢/ml a 8,14 Log ¢/ml a 4°C.

La survie des cellules Lb. casei libres et encapsulées dans I’alginate/ gomme caroube conservées a

différentes températures est représentée dans la figure II. 8.
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Figure II. 8. Variations du nombre de bactérie Lb. casei libre et encapsulée dans 1’alginate/ gomme

de caroube conservées a 0°C, 4°C et 25°C au cours du temps.
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La figure II. 8. Montre que les trois températures semblent capables de réduire le nombre des
cellules libres, cependant, cette diminution est considérable durant la premicre semaine et légere
pour les 28°™ jours suivants ot le nombre des cellules libres atteint 7, 9 Log € /ml pour les cellules
conservées a 4°C et 25°C. La variation de températures au cours de temps a exercé un effet négatif
sur les cellules encapsulées dont le nombre a diminuée mais moins que les cellules libres surtout a

4°C.

La survie des cellules Lb. casei libres et encapsulées dans 1’alginate/ amidon conservées a

différentes températures est représentée dans la figure II. 9.
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Figure I1. 9. Variations du nombre de bactérie Lb. casei libre et encapsulée dans 1’alginate/ amidon

conservées a 0°C, 4°C et 25°C au cours du temps.

D’apres la figure II. 9, une diminution du nombre des cellules libres au cours de temps de
conservation a ¢été remarquée. Toutes fois, la diminution au cours de la conservation a 0°C est
inferieure par rapport a celles du 4°C et 25°C. En parall¢le, le nombre des cellules encapsulées est
aussi en diminution, mais ils restent toujours inferieur par rapport aux cellules libres

principalement a 4°C.

La survie des cellules Lb. plantarum libres et encapsulées dans I’alginate/ gomme arabique

conservées a différentes températures est représentée dans la figure I1. 10.
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Figure II. 10. Variations du nombre de bactérie Lb. plantarum libre et encapsulée dans 1’alginate/

gomme arabique conservées a 0° ,4°C et 25°C au cours du temps.

La Figure II. 10. Montre qu’il y a une diminution de nombre des cellules libres pendant la durée

de conservation avec toutes les températures dont le nombre au 28" jours, le plus élevé été

enregistré a 4°C avec 8 Log ¢ /ml.

D’un autre coté, le nombre des cellules encapsulées a aussi diminué mais il reste plus élevé par

rapport aux cellules libres avec 8,07 Log € /ml au 2

8™ jour.

La survie des cellules Lb. plantarum libres et encapsulées dans 1’alginate/ gomme de caroube

conservées a différentes températures est représentée dans la figure II. 11.
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Figure II. 11. Variations du nombre de bactérie Lb. plantarum libre et encapsulée dans 1’alginate/

gomme de caroube conservées a 0° ,4°C et 25°C au cours du temps.

La figure II. 11. Montre que la réduction de nombre des cellules libres au cours de temps dans les
trois températures est considérablement plus élevée que les cellules encapsulées, notant que le
nombre des cellules encapsulées est environ 8 Log € /ml, par contre le nombre des cellules libres

est de 7 Log € /ml le dernier jour de conservation.

La survie des cellules Lb. plantarum libres et encapsulées dans I’alginate/ amidon conservées a

différentes températures est représentée dans la figure II. 12.
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Figure II. 12. Variations du nombre de bactérie Lb. plantarum libre et encapsulée dans 1’alginate/

amidon conservées a 0° ,4°C et 25°C au cours du temps.
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D’apres la figure II. 12. Une diminution de nombre des cellules libres était observée au cours de la
durée de conservation dont la meilleure survie a été enregistrée a 4°C par 8 Log € /ml. De plus, une

diminution des cellules encapsulées était remarquée mais moins que les cellules libres.

Comme conclusion des résultats observés dans les figures précédents (figure I1. 4, II. 5, II.
6, I1. 7, I1. 8, I1. 9, I1. 10, I1. 11, I1. 12), le nombre des cellules encapsulées reste toujours supérieur

au nombre des cellules libres toute au long la durée de conservation principalement a 4°C.

Les cellules libres résistent la température ambiante et la température de congélation tout au long la

période de conservation et restent viables jusqu'au dernier jour de conservation.

L'encapsulation a pour but de prolonger la durée de conservation des probiotiques a différents

températures.

Les biopolymeres sont les meilleurs matériaux efficaces pour l'encapsulation des probiotiques.
Mais quand un seul polymere est utilisé pour l'encapsulation, il ne présente pas d'effet approprié
sur l'encapsulation. Le mélange de polymeres pourrait améliorer le potentiel d’encapsulation des

probiotiques [Hugq et al., 2013].

Des études ont montré que la survie des probiotiques microencapsulés avec de l'alginate seul ou en
mélange avec d’autre polymere était plus élevée que celle des cellules libres [Chun ef al., 2014].
De plus, Kailasapathy., 2006 a rapporté que la viabilité des cellules reste relativement constante a

4°C pendant plus d’un mois.

Ouled-Haddar et al., 2016 ont montré aussi que les cellules de Lactobacillus plantarum
encapsulées gardent leur viabilit¢ durant la conservation a 4°C et peuvent atteindre 93,4% par

contre les cellules libres 63%.

D’aprés Chun et al., 2014, et apres extrusion de Lactobacillus plantarum DKL 109, des cellules
libres et encapsulée dans 1’alginate /gomme arabique ont été conservé a 4°C et 37°C. La viabilité
des bactéries encapsulées restent stable au cours de la conservation a 25°C par rapport aux cellules
libres. De plus, a 37°C, une réduction de 80% des bactéries libres a été remarquée et une légere

diminution est observée pour les bactéries encapsulées.

Damodharan et al., 2017 ont étudiée la viabilité¢ de pediococcus pentosaceus KID7, Lactobacillus
plantarum K112, Lactobacillus fermentum KLABG6 et Lactobacillus helveticus KII13 encapsulées

par lyophilisation en utilisant le polymeére alginate - gomme de fenugrec-gomme de caroube apres
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conservation a 4°C pendant 3 mois. Les résultats montrent que les souches encapsulées ont gardé la

viabilité durant toute la durée de conservation.
I11. 3. Viabilité des cellules encapsulées conservée dans le jus apres différentes périodes :

Le jus des fruit peut étre utilisées comme véhicule des probiotiques, cependant le maintien de la
viabilité est un défit a cause des conditions de jus [Ying ef al., 2013]. L’effet de la conservation des
cellules encapsulées dans le jus a été testé par la conservation des cellules Lb. brevis, Lb. casei et
Lb. plantarum encapsulées dans le jus d’ananas pendant 28jours, pour sélectionner la souche et le

polymere les plus résistants aux conditions de jus.

La survie des cellules Lb. brevis encapsulées dans les mixtures de polyméres conservées dans le jus

est représentée dans la figure I1. 13.
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Figure I1. 13. Nombre de Lb. brevis encapsulée et conservée dans le jus en fonction de temps.

D’apres les résultats présentés dans la figure II. 13. On observe une baisse de nombre des cellules
Lb. brevis encapsulées dans les différentes mixtures apres leur conservation dans le jus pendant 28
jours, cependant, le nombre des cellules restent plus élevé avec le polymére alginate/gomme de

caroube, alginate/amidon a la fin de la conservation.

La survie des cellules Lb. casei encapsulées dans les mixtures de polymere conservées dans le jus

est représentée dans la figure I1. 14.
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Figure I1. 14. Nombre de Lb. casei encapsulée et conservée dans le jus en fonction de temps.

La figure II. 14. Montre que le nombre des cellules Lb. casei est en réduction dés le 1% jour,

cependant le nombre le plus élevé jusqu’ au dernier jour est celui de 1’alginate/gomme de caroube.

La survie des cellules Lb. plantarum encapsulées dans les mixtures de polymere conservées dans le

jus est représentée dans la figure I1. 15.
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Figure I1. 15. Nombre de Lb. plantarum encapsulée et conservée dans le jus en fonction de temps.

D’aprés les résultats montrés ci-dessus dés le 1 jour jusqu'a le 28°™ jours une baisse au nombre
des cellules Lb. plantarum est remarquée avec tous les polymeéres, mais a la fin de la période de
conservation 1’alginate/gomme arabique et 1’alginate/amidon conservent un nombre plus ¢élevée des

cellules (8 Log ¢ /ml).
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D’apres les résultats présentés dans les figures précédentes (figure I1. 13, I1. 14, I1. 15) on
conclue que le jus exerce un effet négatif sur le nombre des cellules encapsulées au cours de temps
au niveau des souches et des polymeres. Mais le nombre des cellules Lb. brevis encapsulées dans
I’alginate /gomme de caroube est le plus €élevé en comparaison avec les autres polymeéres et les

autres souches.

Ding et Shah., 2008 ont montré que les bactéries probiotiques encapsulées ont été protégées contre
les conditions acides de jus d’orange et que les cellules encapsulées n'ont pas perdu leur viabilité
assez rapidement que les cellules libres. Cela permet de conclure I’effet protecteur des capsules qui
joue le role d’une barriére physique en assurant un environnement anaérobie plus favorable aux

bactéries.

D’aprés Chaikham et al., 2015, Lactobacillus casei 01, Lactobacillus acidophilus LAS et
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 encapsulées résistent mieux les conditions de jus. Ils
ont conclu que I'encapsulation des probiotiques dans l'alginate est une technique qui améliore la
survie des microorganismes probiotiques dans les conditions de jus. De plus Ying et al., 2013
montrent que Lactobacillus rhamnosus GG(LGG) microencapsulées dans les protéines de
lactosérum seules ou en combinaison avec ’amidon avaient une meilleure protection dans le jus de

pomme (pH 3.5) conservé a 4°C ou a 25°C pendent 5 semaines.

La viabilité des bactéries conservées dans le jus est affectée par plusieurs facteurs tels que la
souche, la méthode de préparation de la culture, 1’état des cellules inoculées, la température de
conservation, le niveau d'oxygene, le pH et la présence des fibres et des sucres (stress osmotique)
[Burgain et al., 2011; Ying et al., 2013]. De plus les composés phénoliques contenus dans le jus

ont un effet antimicrobien contre les lactobacilles [Nualkaekul ez al., 2013].

I11. 4. Viabilité des cellules libres et encapsulées exposées aux conditions gastro-intestinales

simulées :

L’encapsulation a pour but de protéger les probiotiques non seulement contre les conditions
défavorables, mais aide également les bactéries encapsulées a atteindre le tractus intestinal avec un
nombre ¢élevé [Damodharan et al., 2017]. Pour étudier I’effet des conditions gastro-intestinales sur
la viabilité des bactéries libres ainsi encapsulées on les expose aux solutions gastriques ainsi

intestinale.

La survie des cellules Lb. brevis libres et encapsulées apres exposition aux conditions gastro-

intestinales simulées est représentée dans la figure II. 16.
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Figure II. 16. Nombre de Lb. brevis libres et encapsulées exposées aux conditions gastro-

intestinales simulées.

La figure II. 16. Montre que le nombre des cellules libres subit une légere diminution aprés 2h
d’incubation pour atteindre 9,25 Log ¢/ml, le nombre a ét¢ diminué une autre fois aprés les 4h

suivants pour atteinte 7,35 Log ¢/ml.

D’un autre coté, le nombre des cellules encapsulées a été diminué aussi lorsque sont incubées dans
la solution gastrique, mais cette diminution est plus élevée durant les deux premiéres heures et

légere pendant les 4h suivant et cela avec tous les polymeres.

La survie des cellules Lb.casei libres et encapsulées apreés exposition aux conditions gastro-

intestinales est représentée dans la figure I1. 17.
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Figure II. 17. Nombre de Lb.casei libres et encapsulées exposées aux conditions gastro-

intestinales simulées.

En se basant sur la figure II. 17, le nombre des cellules libres ont diminué¢ considérablement
pendant les 2h premiers et légerement apres exposition a la solution intestinale. Par contre les
cellules encapsulées perdent leur nombre progressivement durant toute la durée d’exposition aux

conditions gastro-intestinales simulées.

La survie des cellules Lb. plantarum libres et encapsulées apres exposition aux conditions gastro-

intestinales est représentée dans la figure II. 18.
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Figure II. 18. Nombre de Lb. plantarum libres et encapsulées exposées aux conditions gastro-

intestinales simulées.
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La figure II. 18. Montre que le nombre des cellules encapsulées est réduit légérement au cours de
la durée d’exposition aux conditions gastro-intestinales, par ailleurs les bactéries libres perdent
environ 40% de leur nombre initial dés les deux premiéres heures pour atteindre 6,49 Log ¢/ml

apres 4 h.

D’apres les figures précédentes (figures I1. 16, I1. 17, I1. 18) on conclue que les conditions gastro-
intestinales simulées affectent le nombre des cellules libres et encapsulées et que 1’encapsulation
¢tait capable de protéger les cellules durant 1’exposition aux conditions gastro-intestinales (pH,

enzymes) contrairement aux cellules libres.

L’alginate avec la gomme de caroube montre une efficacité plus élevée par rapport aux autres
polyméres et la souche Lb. brevis encapsulée dans I’alginate /gomme de caroube parait la meilleure

souche résistante aux conditions gastro-intestinales simulées.

Nos résultats sont similaires au résultats de Lian ef al., 2003 qui ont montré que Bifidobacterium
longum B6 encapsulées dans la gomme arabique étaient relativement stables pendant toute la
période d’exposition au suc gastrique ainsi intestinal, de plus Ouled-Haddar et al., 2016 ont
montré que 1’encapsulation était capable de protéger Lactobacillus plantarum devant les conditions

gastro-intestinales.

Ding et Shah., 2009 ont montré que I’encapsulation des probiotiques Lactobacillus rhamnosus,
Bifidobacterium longum, L. salivarius, L. plantarum, L. acidophilus, L. paracasei, dans 1’alginate,
xanthane, carraghénane, gomme de caroube et d’autres matrices améliore la viabilit¢ des

probiotiques lors de I’exposition aux conditions gastro-intestinales simulées.

Cheow et al., 2014 ont prouvé que I’encapsulation de Lactobacillus rhamnosus dans 1’alginate
/gomme de caroube fournit le plus haut niveau de protection aux cellules encapsulées ou 92% des
cellules encapsulées survivent a la solution gastrique, ainsi les capsules d’alginate /GC possedent le
profil de libération cellulaire optimal dont la majorité¢ de cellules libérées dans le suc intestinal

simulé.

=



CONCLUSION



Conclusion

Pour que les bactéries lactiques probiotiques exercent son effet bénéfique sur le corps humain
elles doivent atteindre ’intestin gréle en quantités suffisantes, cependant plusieurs facteurs affectent
la survie des bactéries probiotiques quelques soit durant la conservation ou durant leur passage a

travers le tractus gastro-intestinal.

Dans notre travail on a testée 1’effet d’encapsulations des souches probiotiques : Lactobacillus
brevis(B1), Lactobacillus casei (KBM;) et Lactobacillus plantarum (B10) dans 1’alginate /gomme
arabique, 1’alginate /gomme de caroube et I’alginate /amidon apres conservation et exposition aux

conditions gastro-intestinales simulées et on a trouvé que :

» Les résultats obtenus indiquent que les polymeéres utilisés exercent un effet protecteur avec
toutes les souches face aux conditions de conservations aussi les conditions gastro-
intestinales.

» Les souches Lactobacillus brevis (B1) et Lactobacillus casei (KBM;) encapsulées dans
I’alginate/gomme de caroube donne la meilleure résistantes aux conditions de conservation.

» Les souches encapsulées qui donnent une meilleur résistantes aux conditions de jus d’ananas
sont : Lactobacillus brevis encapsulée dans 1’alginate /gomme de caroube, Lb. casei
encapsulée dans I’alginate /gomme de caroube et Lb. plantarum encapsulée dans 1’alginate
/gomme arabique.

» La souche Lb. brevis encapsulée dans I’alginate /gomme de caroube est la plus résistante
aux conditions gastro-intestinales simulées.

» En générale la souche la plus résistante est Lb. brevis encapsulée dans ’alginate /gomme de

caroube.

Des tests ultérieurs sont recommandés pour confirmer la résistance et la viabilité des bactéries
probiotiques encapsulées a d’autres boissons et aliments et aussi aux conditions gastro-intestinales,

cela se fait par des essais sur des animaux de physiologie proche a 1’étre humaine.
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1. Bouillon MRS :

Tableau 1 : Composition de bouillon MRS

Composant Quantité
Glucose 20g
Extrait de levure 8¢g
Extrait de viande 4g
Acétate de sodium 5g
Phosphate dipotassique 2g
Citrate d’ammonium 2g
Sulfate de magnésium 0.2g
Sulfate de manganese 0.05¢g
Tween 80 Iml
Eau distillée 1000ml

2. Gélose MRS :

Bouillon MRS additionné de 15g d’agar.

3. L’eau physiologique : 9¢ de NaCl dans 1L d’eau distillée.

4. Chlorure de calcium(Cacl,)0.5M pour 1L : 55.49 g de CaCl, dans1 L d’eau distillée.
5. Tampon phosphate saline (PBS) a pH 7.4 :

La solution PBS est préparée par le mélange de 190 ml de solution A avec 810 ml de solution B

dont les compositions des deux solutions sont :
Solution A: 13.8g de NaH,PO, dans 200ml de d’eau distillée.
Solution B : 63.6g de Na, HPO4 dans 900ml d’eau distillée.
6. Citrate de sodium a 5% : 50g de citrate de sodium dans 1L de I’eau distillée.
7. Alginate de sodium a 1% : 1g d’alginate de sodium dans 100ml de I’eau distillée.

8. Gomme arabique a 1% : 1g de gomme arabique dans 100ml de I’eau distillée.
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9. Amidon a 1% :1g d’amidon dans 100ml de I’eau distillée.
10. Gomme de caroube a 1% : 1g de gomme de caroube dans 100ml de I’eau distillée.
11. Solution intestinale :

Tableau2 : Composition de solution intestinale pour 1L

Composant Quantité
NaCl 1.28¢g
KCI 0.23g
NaHCO; 6.4g

12. Solution gastrique :

Tableau3 : la composition de solution gastrique pour 1L

Composant Quantité
NacCl 5¢g

Kcl 2.2¢g
NaHCO; 1.2g
CaCl, 0.22¢g

13. Jus (N’GAOUS, goiit ananas, UHT) :

Eau, sucre, concentré d’ananas, concentré¢ de pomme, stabilisant : (pectine, gomme de caroube)
(1.14g/L), ardme, colorant: caroténe, régulateur d’acidité, acide citrique, antioxydant, acide

ascorbique (vitamine C).
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Les bactéries lactiques encapsulées dans I'alginate, la gomme arabique et l1a gomme de
caroube: viabilité dans des conditions gastro-intestinales simulées et pendant la conservation

Résumé

Ce travail a pour but de comparer la survie de Lactobacillus brevis (B1), Lactobacillus casei
(BMb), Lactobacillus plantarum (B10) libres et encapsulées dans les polyméres alginate /gomme
arabique, alginate/ gomme de caroube, alginate/ amidon et conservées a 0°C, 4 °C et 25°C durant
une période de 4 semaines dans I’eau physiologique et le jus d’ananas.

Pour les différentes bactéries probiotiques encapsulées, la tolérance aux conditions gastro-
intestinales a été étudiée et les bactéries probiotiques libres ont été utilisées comme témoin.

Les résultats indiquent que les bactéries probiotiques encapsulées dans les polymeéres résistent
mieux que les bactéries probiotiques libres, dans les conditions de conservation ainsi que les
conditions gastro-intestinales simulées.

En général, les capsules résultantes d'alginate/gomme de caroube montrent la meilleure protection
des cellules d’autre coté la souche la plus résistante était Lactobacillus brevis (B1).

Mots clés: Bactéries probiotiques, encapsulation, viabilité, conditions gastro-intestinales, conservation.

Abstract

This work aimed to compare the survival of free and encapsulated Lactobacillus brevis (B1),
Lactobacillus casei (KBM,;), Lactobacillus plantarum (B10). Matrices of encapsulation were
alginate/arabic gum matrix, alginate/ locust bean gum, alginate /starch and stored at 0°C, 4 °C and
25°C for a period of 4 weeks in normal saline and pineapple juice.

For the different encapsulated probiotic bacteria, tolerance to gastrointestinal conditions was
studied and free probiotic bacteria were used as control.

Results indicated that the probiotic bacteria encapsulated in the polymers survived better than free
probiotic bacteria, in the storage condition as well as in the simulated gastrointestinal conditions.

In general, beads of alginate/ locust bean gum showed the best protection of cells, on the other
hand the best resistance has been reported with the strain Lactobacillus brevis (B1).
Key word: Probiotic bacteria, encapsulation, viability, gastrointestinal conditions, storage.
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