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Introduction 

Introduction 

Les aliments nutritifs soutiennent les exigences du corps humain, en compensant les limitations 

de notre physiologie digestive et les restrictions anaboliques. Ces aliments sont egalernent le 

support ideal pour la croissance des micro-organisrnes qui ont colonises notre organisrne (Evivie 

et al, 2017). La presence des agents pathogenes provoque de nornbreuses maladies causees par 

l'accumulation de substances toxiques au cours de la digestion. L'adrninistration de certains 

microorganismes vivants dit « probiotique » en quantites appropries est tres importante pour 

arneliorer les proprietes de la microflore intestinale indigene (Misra et al, 2021). 

Le concept de probiotiques est en grande partie du aux travaux de Elie Metchnikoff (1907), qui a 

constate que !'ingestion de bacteries lactiques vivantes reduisent considerablernent le nornbre de 

bacteries pathogenes ou productrices de toxines dans le tube digestif (Shokryazdan et al., 

2017 ; Pradhan et al., 2020). 

Les bacte1ies lactiques ont un large eventail d'habitats y cornpris le tractus gastro-intestinal 

(TGI), la cavite buccale et le vagin des marnmiferes. Par ailleurs, elles ont egalernent la capacite 

de coloniser les surfaces abiotiques telles que les environnernents alimentaires par la formation 

de biofilms (Arena et al., 2017 ; Ramos et al., 2020). La viabilite et la stabilite des bacteries 

lactiques dans les aliments fermentes et l'environnement gasro-intestinale sont des defis majeurs 

a l'echelle industrielles, done il est necessaire de developper des methodes pour proteger leurs 

viabilites (Kavitake et al ,2018). 

La microencapsulation est l'une des techniques les plus utilisees pour ameliorer la viabilite des 

cellules lors de leur passage a travers le TGI (Li et al, 2015). Le choix des polymeres 

d'encapsulation est crucial puisqu'il dete1mine les proprietes des microparticules et done 

l'efficacite de protection des bacteries probiotiques des conditions gastriques lors de la digestion 

(Kowalska et al, 2022). 

L'objectif de notre travail consistait d'une part a encapsuler une bacterie lactique 

Lactiplontibacillus sp. 01S1 dans l'alginate de sodium a 2% par la methode d' extrusion, et a 
etudier la survie in vitro des cellules libres et encapsulees dans les conditions hostiles du TGI. 

D'autre part, nous avons procede a la co-encapsulation de la meme souche avec un extrait 

ethanolique de la propolis dans la meme matrice. Une etude comparative des taux survie de la 

souche encapsulee avec et sans propolis a ete realisee dans les memes conditions. 
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I. Bacteries lactiques probiotiques 

1.1. Definition 

Les bacteries lactiques sont constituees d'un groupe heterogene de micro-organismes 

procaryotes a Gram positif capable de fermenter les sucres en acide lactique et de produire des 

enzymes proteolytiques (Kieliszek et al., 2021 ; Levit et al, 2021). Certaines bacteries lactiques 

sont des commensaux qui colonisent de maniere reguliere ou transitoire les muqueuses de l'hote 

(Arena et al., 2017 ; Ramos et al., 2020). 

1.2. Criteres de classification 

La classification des bacteries lactiques en differents genres est basee sur les criteres 

morphologiques, physiologiques et biochimiques. Morphologiquement, les bacteries lactiques 

sont subdivisees en baci11es (Lactobacillus) et en cocci (Streptococcus ... ), disposees en tetrades 

et en chaines courtes ou langues. Ce sont des bacteries non sporulees, generalement catalase 

negatives et preferant des conditions anaerobies mais elles sont en general aerotolerantes 

(Din~er et Kivan~, 2018; Juwana et al, 2020). Biochimiquement, elles sont classees selon leur 

mode de fermentation du glucose (homofermentation OU heterofermentation), la croissance a 
differentes temperatures, la capacite de se developper a des concentrations elevees en sel et la 

tolerance aux acides et aux solutions alcalines (Motta et Gomes, 2015). 

1.3. Applications des bacteries Iactiques 

1.3.1. Applications industrielles 

• Les bacteries lactiques sont utilisees comme starters ou ferments dans differents processus 

biologiques, notamment en ce qui concerne les fermentations industrielles des aliments 

(Pasolli et al., 2020). 

• Elles produisent naturellement des bacteriocines pour la bio-conservation des aliments (Ayivi 

et al., 2020). 

• Elles sont utilisees aussi dans la production des composes biologiquement actifs, tels que les 

acides organiques et d'autres metabolites (Ayivi et al., 2020; Barcenilla et al, 2022). 
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1.3. 2. Applications pharmaceutiques 

• Les bacteries lactiques sont utilisees dans la production de l'acide lactique, qui est utilise 

dans l'industrie pharmaceutique. De plus, les bacteriocines des bacteries lactiques sont 

utilisees comme agents therapeutiques a usage veterinaire et medical et egalement comme 

produits phytosanitaires pour la protection des plantes (Timothy et al., 2021). 

• Elles sont egalement utilisees pour traiter plusieurs maladies telles que la diarrhee, les 

maladies inflammatoires de l'intestin et les maladies auto-immunes (Kazi et al., 2022). 

1.4. Probiotiques 

La notion « probiotique » a connu plusieurs changements dans le temps en fonction des 

connaissances scientifiques et des avancees technologiques. La definition actuelle des 

probiotiques a ete etablie en 2002 par la FAO (Organisation pour l'Alimentation et !'Agriculture) 

et l'OMS (Organisation Mondiale de la Sante) comme « des micro-organismes vivants qui, 

lorsqu'ils sont ingeres en quantite adequat, sont benefiques pour la sante de l'hote » (FAO/WHO, 

2002 ; Sakoui et al., 2022). Les bacteries lactiques les plus utilises comme probiotiques chez 

I 'Homme appartenant aux genres Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus et Bifidobacterium 

(Sakoui et al., 2022). Les principales especes de bacteries probiotiques sont repertoriees dans la 

Figure 1: 

I 
( Pro biotiq ues ) 

' ! 
( Lact:bacilles ) ( Bifidobacteries ( 

r 

) Autres 

L. acido12.hilus B. adolescentis Bacillus subtilis 

L. casei B. animalis Enterococcus [aecalis 

L. criseatus B. bifldum Enterococcus [aecium 

L. delbruckii B. breve Escherichia coli 

L. gallinarum B. in[antis Lactococcus lactis 

L. gasseri B. lactis Leuconostoc mesenteroides 

L. f ohnsonii B. longy_m 
Pediococcus acidilatici 

L. 12.aracasei Pediococcus eentosaceus 

L. reuteri SaccharomY._ces boulardii 

L. rhamosus S12.orolactobacillus inulinus 

Stre12.tococcus thermo12.hilis 

Megas[2.hera elsdenii 

Figure 1: Certains micro-organismes reconnus comme probiotiques (Kesen et Aiyegoro, 2018). 

3 



Sy11these Bibliographique 

1.5. Criteres de selection des probiotiques 

Les proprietes des probiotiques varient selon les especes ou les souches microbiennes. Les 

criteres communs qui peuvent etre utilises pour selectionner ces souches en tant que 

probiotiques comprennent les criteres fonctionnels, la securite et les aspects technologiques 

(Sakoui et al., 2022). Les differents criteres de selection sont illustres dans le tableau 1 : 

Tableau 1. Criteres de selection des souches probiotiques (Markowiak et SliZewska., 2017) 

Criteres Proprietes requises 

• D'origine humaine ou animale. 

• !soles du tractus gastro-intestinal des individus en bonne sante. 

• Historique d'utilisation sans danger. 
De securite 

• Souche caracterisee par des techniques phenotypiques et genotypiques. 

•Absence de la capacite de couper les sels des acides biliaires. 

• Aucun effet negatif pour la sante humaine. 

• Absence de genes responsables de la resistance aux antibiotiques localises 
dans des elements non stables. 

• Competitivite vis-a-vis du microbiote habitant l'ecosysteme intestinal . 

• Capacite a survivre et a maintenir l'activite metabolique et a se developper 
sur le site cible. 
•Resistance aux sels biliaires et aux enzymes digestives. 

Fonctionnels 
• Resistance au faible pH gastrique. 

• Activite antagoniste vis-a-vis des agents pathogenes (par exemple, 
Helicobacter pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes ... ). 

• Resistance aux bacteriocines et aux acides produits par le microbiote 
intestinal endogene. 

•Adhesion et capacite a coloniser certains sites particuliers au sein de 
l'organisme hote, avec un taux de survie dans le systeme gastro-intestinal . 

•Production facile de quantites elevees de biomasse et productivite elevee 
des cultures. 

• Viabilite et stabilite des proprietes recherchees pendant le processus de 

Technologiques 
preparation (congelation, lyophilisation), et de distribution de produits 

probiotiques. 
• Taux de survie eleve lors du stockage dans les produits finis. 
• Garantie des proprietes sensorielles souhaitees des produits finis ( dans le 

cas de l'industrie alimentaire). 

• Stabilite genetique. 
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1.6. Viabilite des probiotiques dans le tube digestif 

Les probiotiques doivent survivre dans l'environnement hostile du tractus gastro-intestinal (TGI) 

du corps humain et ne doivent pas etre tues par les mecanismes de defense de 1 'hote (Kim et al., 

2021). Ils doivent egalement persister dans le tractus digestif qui leur permet d'exercer des effets 

benefiques sur 1 'h6te (Mure~an et al., 2017). 

1.6.1. Resistance aux conditions gastriques 

Dans l' estomac, le pH est generalement compris entre 1,2 et 2,5 et le temps de vidange gastrique 

est relativement court (environ 2 heures) (Shewale et al., 2014). Dans les differentes parties du 

TGI, certaines souches probiotiques sont rapidement tuees dans l'estomac tandis que d'autre 

telles que les souches des genres Bifidobacterium et Lactobacillus peuvent passer a travers 

l'intestin entier a tres forte concentration (Saarela et al., 2000; Shewale et al, 2014; 

Markowiak et Sli:iewska, 2017). 

1.6.2. Resistance aux conditions intestinales 

Les acides biliaires sont synthetises dans le foie a partir du cholesterol et sont conjugues a la 

glycine OU a la taurine. fls sont secretes par la vesicule biliaire dans le duodenum pour ameliorer 

!'absorption des graisses alimentaires (Shewale et al., 2014 ; Shokryazdan et al., 2017). Ils ont 

ainsi une activite detergente reduite et peuvent etre moins toxiques pour les bacteries. La 

tolerance aux sels biliaires est un facteur primordial pour la survie des probiotiques et necessaire 

pour une colonisation facile du TGI (Shokryazdan et al., 2017). 

1.7. Mecanisme d'action des probiotiques 

L'administration des probiotiques a des effets benefiques sur l' hote. Ces effets s'expliquent par 

divers mecanismes d'action principalement : le renforcement de la barriere epitheliale, 

!'adherence accrne a la muqueuse intestinale et !'inhibition de la fixation des agents pathogenes, 

l'exclusion competitive pour les sites d'adhesion et les sources nutritionnelles, la secretion de 

substances antimicrobiennes et la modulation du systeme immunitaire (Bermudez-Brito et al., 

2012). Ces mecanismes sont representes sur la figure 2. 
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Figure 2: Principaux mecanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et al., 2012). 

1.7.1. Renforcement de la barriere epitheliale 

Les probiotiques font un bon travail de maintien de la barriere epitheliale intestinale par 

augmentation de !'expression des genes associes a la signalisation des jonctions serrees en 

gardant leur integrite intacte (Wan et al., 2019). 

1.7.2. Adherence accrue a la muqueuse intestinale 

Les cellules epitheliales intestinales sont recouvertes d'une couche de muqueuse glycocalyx. 

Cette couche protege !'epithelium intestinal des dommages mecaniques et empeche la 

colonisation des pathogenes (Bron et al., 2012). Plusieurs etudes ont montre que la perte de 

proteines de la couche S de surface bacterienne cause par un traitement chimique diminue 

!'adhesion a differentes cellules cibles (Wang et al., 2018). 

I. 7.3. L'exclusion competitive 

L'exclusion competitive est basee sur une interaction bacterie/bacterie mediee par une 

competition nutritionnelle entre l'organisme probiotique et l ' organisme pathogene. Cela permet 

au probiotique d'inhiber la croissance du pathogene (Ashaolu, 2020). 

1.7.4. Secretion de substances antimicrobiennes 

Les bacteries lactiques probiotiques peuvent produire une large gamme de molecules capables de 

reduire le nombre de pathogenes en modifiant leur Capacite metabolique OU leur aptitude a 
produire des toxines (bacteriocines, ethanol, diacetyle, C02 et H202) (Liao et Nyachoti, 2017). 
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Le dioxyde de Carbon cree un environnement anaerobie OU les bacteries aerobies ne peuvent pas 

se developper (Tahlaiti, 2019). 

1.7.5. Modulation du systeme immunitaire 

Les bacteries probiotiques contribuent a l'homeostasie intestinale par une interaction avec le 

systeme immunitaire inne ou adaptatif (Kim et al., 2016). Des etudes ont trouves que 

Lactobacillus casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. salivarius et Lb. brevis sont parmi les 

especes de Lactobacillus qui ont une grande capacite pour coloniser l ' intestin et rnoduler le 

systeme immunitaire de l'hote (Gupta et al., 2018). 

1.8. Effets benefiques des bacteries Iactiques probiotiques sur la sante humaine 

La consommation des probiotiques est associee a une large gamme d'avantages pour la sante de 

l'hote : 

);;>- Les bacteries lactiques probiotiques interagissent avec les cellules immunitaires de l'intestin 

ainsi qu'avec les bacteries pathogenes potentiellement nocives, Elles affectent l'ecosysteme 

intestinal par la regulation immunitaire de la muqueuse intestinale en agissant sur les cellules 

hates par des voies de signalisation (Zhang et al., 2019). 

;;... Elles sont recommandees pour le traitement du syndrome du colon irritable (IBS), elles 

soulagent les symptomes, reduisent la douleur chez les patients atteints (Przerwa et al., 

2021). 

;;... La consommation de probiotiques reduit le risque de diarrhee associe a !'utilisation 

d'antibiotiques chez les enfants (Przerwa et al., 2021). 

;;... L'ingestion des probiotiques contenus dans le lait fennente fait baisser le taux de cholesterol 

sanguin (Sakandar et Zhang, 2021). 

);;>- La capacite des bacteries lactiques a assimiler le cholesterol (Ostadzadeh et al., 2022). 

II. L' encapsulation 

11.1. Definition 

L'encapsulation est un procede par lequel des substances solides, liquides et gazeuses sont 

incluses dans des microcapsules ou microspheres afin de liberer leur contenu de fa9on contrOlee. 

(Gharibzahedi et Smith, 2021). Il existe deux systemes d'encapsulation : le systeme de 

reservoir qui s'agit d'une enveloppe autour du materiau du noyau appele aussi gelule, et le 
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systeme matrice, ou l' agent actif est disperse sur le mate1iau supp01t et peut egalement etre en 

surface (Kowalska et al, 2022). 

11.2. Matrices utilisees pour I' encapsulation 

La realisation de la technique d'encapsulation est basee en premier lieu sur la selection d'une 

matrice appropriee necessitant une approche methodologique absolu (Kavitake et al, 2018). 

Ces matrices sont des polymeres d'origines naturels ou synthetiques (Kowalska et al, 2022), 

dont les plus couramment utilises sont decrits par la suite. 

11.2.1. Alginate 

L'alginate est un heteropolysaccharide lineaire d'origine naturelle, compose de deux unites 

monosaccharides : l'acide a-L-guluronique et l'acide P-D-mannuronique liees par une liaison 

glycosidique ~ (1-4) (Sarao et Arora, 2017). 11 est extrait des algues brunes ou des especes 

bacteriennes des genres Phaeophyceae et Pseudomonas. 11 est prefere pour encapsuler les 

probiotiques en raison de sa simplicite, sa non-toxicite, sa biocompatibilite ainsi que son faible 

cout (Zhang et al, 2021 ). 

11.2.2. Amidon 

Les molecules d'amidon sont des glucides naturels constituees d'unites de glucose repetees liees 

par des liaisons glycosidiques (unites principales : l'amylose et l'amylopectine). Les groupes 

hydroxyle de l'amidon peuvent etre modifies de diverses manieres pour ameliorer ses proprietes 

physiques, chimiques et enzymatiques afin de faciliter son utilisation a des fins pharmaceutiques 

et biomedicales (Garcia et al., 2020; Razavi et al., 2021). 

11.2.3. Chitosane 

Le chitosane est un polymere cationique obtenu par desacetylation de la chitine, present en 

abondance dans les exosquelettes de crustaces, d'insectes, d'arthropodes et de mollusques 

(Santos et al., 2020). II a ete considere comme un biopolymere polyvalent adapte a de 

nombreuses applications souhaitees. De plus, c'est un excellent materiau de revetement pour 

encapsuler de nombreux ingredients actifs (Raza et al., 2020 ; Santos et al., 2020). 

11.2.4. K-Carraghenane 

Les K-carraghenanes sont des polymeres de D-galactose-4-sulfate et de 3,6-anhydro-D-galactose 

qui proviennent des algues rouges (Ren et al, 2021). Cependant, !'utilisation de ce polymere 
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comme matrice d'encapsulation requiert une temperature comp1ise entre 40 et 50°C pour la 

dissolution du polymere, etape qui est incompatible avec la survie des bacteries probiotiques 

(Afzaal et al., 2020). 

11.2.5. Proteines de lactoserum 

Les proteines de lactoserum sont retrouvees dans la fraction liquide issue de la coagulation du 

lait lors de la fabrication du fromage. Ces proteines sont tres utilisees pour developper des 

matrices d'encapsulation adaptees pour les bacteries probiotiques a cause de leurs excellentes 

proprietes de gelification offrant ainsi une protection contre l ' acidite rencontree au niveau de 

l'estomac (Andrade et al, 2019). 

11.3. Techniques d'encapsulation 

11.3.1. Extrusion 

C'est une technique simple, peu couteuse et largement utilisee pour !'encapsulation des souches 

probiotiques. En addition, il s'agit d'un processus relativement doux qui assure une grande 

viabilite des cellules encapsulees. Cette technique implique !'utilisation de solution polymere 

(solution colloi:dale aqueuse) contenant des cultures microbiennes, qui sont extrudees a travers 

une aiguille de seringue dans une solution de durcissement (generalement une solution de CaCh) 

a haute pression entramant la formation des billes (Figure 3) (Riseh et al., 2021). 

CnCI : 

{ 
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Figure 3:Image schematique de la technique d'extrusion pour !'encapsulation des bacteries 

probiotiques (Riseh et al., 2021). 
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11.3.2. Emulsion 

L'emulsification est une methode d'interaction chimique entre deux phases, phase discontinue 

(polymere) et une phase continue (huile d'olive, l'eau ... ), elle necessite l'ajoute d'un stabilisant 

d'emulsion (Figure 4). Les microcapsules different en taille selon le type d'emulsification et la 

vitesse d'agitation. C'est l'une des techniques qui est largement utilisee pour encapsuler les 

enzymes malgre que le cout de production est tres eleve a cause de la grande quantite d'huile 

vegetale necessaire (Yang et al., 2020; Choudhury et al., 2021 ; Riseh et al., 2021). 

polymm jll}~llsi 
I 

Rt<1~fll 

AdilJ11on or oll 

,.olublC' ui4 
Ad41tt0D of 

,.,,bini: mtdallm 

Figure 4:Image schematique de la technique d'emulsification pour !'encapsulation bacterienne 

(Riseh et al., 2021). 

11.3.3 Sechage par pulverisation 

Le principe de cette technique consiste a preparer une solution bacterienne apres homogeneiser 

avec le materiau d'encapsulation pour dormer une fine emulsion qui va etre atomisee dans une 

chambre de sechage a un debit predefini. Lorsque l'eau de I' emulsion est eliminee par application 

d'energie thermique, elle donne un ingredient actif sec enrobe, plus stable a l'humidite, a 
l'oxygene, et aux autres facteurs de stress environnementaux (Naveena et Nagaraju, 2020 ; 

Timilsena et al., 2020). Le diagramme schematique du processus d'encapsulation base sur le 

sechage par pulverisation est illustre clans la figure 5. 
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Figure 5: Image schematique de la technique de sechage par pulverisation pour I' encapsulation 

(Bakry et al., 2016). 

11.3.4. Coacervation 

C'est une technique qui consiste la separation en deux phases de ce1taines solutions colloi:dales. 

L'une des phases, est riche en polymere ( coacervat) et une phase pauvre en polymere (phase 

d, equilibre) (Wang et al., 2018). 

II.3.5. Revetement sur lit fluidise 

Cette technologie implique !'utilisation d'un revetement en lit fluidise de particules solides 

(Mehta et al., 2022). Dans cette methode, les particules contenant la charge utile sont fluidisees, 

et le materiau de revetement est pulverise sur elles a haute vitesse, formant une couche 

d'enveloppe qui est sechee par des methodes d'evaporation de solvant OU de cristallisation 

(Ozdel et al., 2020). 

11.3.6. Lyophilisation (Freeze-Drying) 

La lyophilisation a ete utilisee pour preserver les starters et les bacteries probiotiques 

(Ob1·adovic et al., 2022). Le p1incipe est base sur la sublimation, oil les cellules sont d'abord 

congelees a tres basse temperature puis sechees pour eliminer la glace par sublimation sous vide 

pousse, et enfin un sechage secondaire pour eliminer l' eau non gelee par desorption (Fonseca et 

al., 2021). 
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11.4. Facteurs influen~ant l'efficacite d'encapsulation 

La selection de la technique d'encapsulation, du materiau de la paroi et les parametres de 

traitement sont responsables de l'efficacite de I 'encapsulation (Chaudhary et Patel, 2019 ; 

Mohite et Waghmare, 2020). Les differents facteurs affectant !'encapsulation sont: la 

concentration initiale de cellules microbiennes, la modification des materiaux de la capsule, 

l'enrobage des capsules, les conditions environnementaux et les conditions des facteurs de 

traitement et la concentration de la solution polymere et le diametre des billes (Solanki et al., 

2013 ; Lakkis, 2016). 

11.5. Les avantages de I' encapsulation 

Les principaux avantages de l' encapsulation peuvent etre resumes comme suite (Mortazavian et 

al., 2007 ; Fortin, 2011 ; Niiio Vasquez et al., 2022) : 

• Elle augmente la viabilite des probiotiques dans les produits jusqu'a consommation et aussi 

lorsqu'ils sont exposes aux conditions acides, enzymatiques et biliaires du TGI. 

• Elle libere le compose actif de maniere controlee et dans les endroits souhaites. 

• Technique efficace pour masquer les gouts et les odeurs desagreables du compose actif ou 

des materiaux d'encapsulation par la combinaison de differents materiaux d'encapsulation. 

III. Co-encapsulation des Bacteries probiotiques 

111.1. Concept de base 

La co-encapsulation est une technique qui a les memes principes de base que !'encapsulation, 

mais elle a un avantage par rapport a celle-ci. Elle permet la generation de microcapsules avec 

une duree de conservation plus longue. Elle combine egalement deux composes actifs ou plus 

qui realisent une synergie les uns avec les autres (Raddatz et Menezes, 2021 ; Niiio Vasquez et 

al., 2022). 

111.2. Exemples sur la co-encapsulation 

La principale combinaison etudiee par la plupart des chercheurs est celle des probiotiques avec 

l'un des autres composes actifs qui visent a ameliorer leurs avantages, notamment les suivants : 

>- La co-encapsulation des probiotiques avec des prebiotiques a ete pratiquee comme une 

nouvelle approche alternative par (Rashidinejad et al., 2022) pour ameliorer encore 
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l'administration orale de probiotiques viables vers leur liberation ciblee dans l'intestin de 

l'hote. 

)ii> L'etude de (Silva et al., 2022) concentree sur la co-encapsulation de probiotiques et l'extraits 

de guarana -un fruit amazonien contenant de la cafeine et des composes phenoliques- pour 

reduire le stress oxydatif des cellules et prolonger leur viabilite dans des conditions de stress. 

)ii> Les probiotiques et les myrtilles -un fruit riche en composes phenoliques- ont ete co­

encapsules par (Neuenfeldt et al., 2022) pour prolonger leur duree de conservation tout en 

preservant leurs proprietes bioactives et en favorisant leur liberation dans le corps humain. 

III.3. Propolis 

III.3.1. Proprietes generales 

Le mot propolis est d'origine grec qui signifie la defense de la ville (Abdullahi et al., 2020; 

Stojanovic et al., 2020). C'est un melange de substances utilisees par les abeilles pour defendre 

la ruche (Przybylek et al., 2019). Elle peut varier d'un endroit a l'autre en raison des differences 

geographiques et des especes d'abeilles (Abdullahi et al., 2020; Almuhayawi, 2020). La 

propolis a une composition chimique differente, mais elle presente des activites similaires telles 

que les activites antibacteriennes, antifongiques, antivirales, antiparasitaires, anti-inflammatoires, 

antiproliforatives et antioxydantes (Przybylek et al., 2019). 

III.3.2. Exemples sur la co-encapsulation des probiotiques avec l'extrait de propolis 

La co-encapsulation d'extrait sans cellules (CFS) obtenu a partir de Lactobacillus reuteri avec de 

l'eau de propolis et des extraits ethanoliques (1 % de CFS), pour etudier leurs activites 

antibacteriennes ameliorees contre quatre bacteries de deterioration des poissons (Pseudomonas 

luteola, Enterobacter cloacae, Photobacterium damselae et Proteus mirabilis) a ete reporte dans 

l'etude de Ucar (2022). on il a observe que !'utilisation combinee d' extraits de propolis, en 

particulier d'extrait ethanolique avec CFS obtenu a partir de L. reuteri en microencapsulation, a 

generalement montre un effet antimicrobien plus eleve sur toutes les bacteries testees. 

D'autres experiences de Kuley et al. (2021), ont montre que la co-microencapsulation de 

surnageant sans cellules obtenue a partir de L. plantarum avec de l'extrait ethanolique de 

propolis, pourrait etre potentiellement utilisee comme agent antimicrobien pour surmonter la 

croissance microbienne dans les aliments. 
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Etude experimentale 

L'integralite de ce travail a ete realisee au niveau de Laboratoire de Microbiologie, Faculte des 

Sciences de la Nature et de la Vie de l'Universite de Jijel, Mohamed Seddik Benyahia, durant la 

periode de Avril - Juin 2022. 

I. Materiel 

1.1.Materiel biologique 

Le materiel biologique utilise pour effectuer ce travail est le suivant : 

)lo>- Souche bacterienne etudiee : Une souche de Lactiplantibacillus sp. 01S1 fournie par le 

Laboratoire de Toxicologie Moleculaire (LTM). 

)lo>- Souches cibles: Trois souches bacteriennes ont ete utilisees durant le test de l'activite 

antibacterienne: Escherichia coli ATCC 25922 (CHU, Constantine, Algerie), 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

(Laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Sante, Universite de Jijel, Algerie). 

)lo>- Compose Bioactif : Extrait ethanolique de la propolis de la region de Kaous (Laboratoire 

LTM, Universite de Jijel, Algerie). 

1.2. Milieux de cultures 

Deux milieux de culture ont ete utilises au cours de cette etude experimentale. Il s'agit des 

milieux : Gelose et bouillon MRS (Man-Rogosa-Sharp) et le bouillon nutritif. 

1.3. Tampons 

PBS (Phosphate Buffer Saline) pH 7,0 (Annexe 1), tampon phosphate pH 7,0 (IM, K1HP04, 

KH2P04), CaCh (chlorure de calcium: 0,05M), eau physiologique sterile (0,9 % NaCl). 

1.4. Produits et Reactifs 

Violet de gentiane, fushine, lugol, alcool, l'huile a immersion, NaOH (hydroxyde de sodium 

IN), HCl (l'acide chlorhychique), alginate de sodium, sels biliaires, ethanol, NaCl (chlorure de 

sodium), KCl (chlorure de potassium), KH:zPQ4 (phosphate de monopotassium), Na2HP04 

(phosphate de sodium dibasique), Eau distille sterile. 
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1.5. Equipements et Appareillages 

Vortex (VWR, VV3 S40), Centrifugeuse a microtubes (sigma Laborzentrifugen l-14K), balance 

de precision (Denvar), balance analytique (Kem ALS 220.4N), bain-marie (Memmert), 

microscope optique (Paralux), pH metre a affichage numerique (Hanna instrumment), autoclave 

(PbiBrand), etuve (Memmert), incubateur (Memmert), incubateur a agitation ( ecotron infoRS 

HT), pied a coulisse numerique, spectrophotometre (Specord50Plus, Analytikjena), compteur de 

colonies (Funke Gerber), agitateur magnetique. 

II. Methodes 

11.1. Revivification de la souche 

La souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 a ete mise en culture par repiquage dans le bouillon MRS 

et incubee a 37 °C pendant 24 h . Apres croissance, un ensemencement par stries a ete effectue a 
la surface d'une gelose MRS prealablement coulee et solidifiee. La purete de la souche a ete 

verifiee apres incubation a 37 °C pendant 24 h par observation macroscopique (des colonies de 

meme aspect, de meme couleur et de meme taille) et microscopique (coloration de Gram). De 

plus, la capacite de la souche a produire de la catalase a ete verifiee. 

11.2. Preparation de la souche pour I' encapsulation 

La methode decrite par Amira et al. (2021) a ete adoptee avec quelques modifications. La 

souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 a ete cultivee dans du bouillon MRS a 37 °C pendant 18 h. 

Les cellules ont ensuite ete recoltees par centrifugation a 6000 rpm pendant 10 minutes. Apres 

centrifugation, les culots ont ete laves deux fois avec une solution du PBS. Les culots ont ete 

remis en suspension dans du PBS (suspension mere). La densite optique de cette derniere a ete 

mesuree a 620nm. 

A partir de la suspension mere, une serie des dilutions decimales a ete effectuee. 1 ooµI des 

dilutions appropriees ont ete ensemences par etalement sur des geloses MRS. Apres incubation a 
37 °C pendant 48 h, les colonies ont ete denombrees pour determiner la charge initiale de la 

suspension mere. 
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11.3. L'encapsulation de la souche dans I' alginate de sodium a 2% 

Les billes d'alginate contenant les cellules bacteriennes ont ete preparees selon la methode 

decrite par Amira et al. (2021) (Figure 6). 45 ml d'alginate de sodium a 2% ont ete prepares et 

sterilises a !'autoclave (121 °C pendant 15min). L'alginate sterile a ete melange avec 5 ml de la 

suspension cellulaire deja preparee et homogeneiser aseptiquement. Le melange a ete introduit 

dans une seringue sterile (2,5 ml), La pression manuelle exercee sur le piston de la seringue 

permettait de faire tomber le contenu de la seringue goutte a goutte dans une solution de 

coagulation de CaCh a 0,05 M prealablement autoclavee et refroidie. Les billes formees ont 

ensuite ete laissees pendant une heure sous agitation douce pour completer l'ionisation echanger 

Na+, Ca2+. Apres, les billes ont ete retirees de la phase aqueuse et lavees deux fois avec de l'eau 

distillee sterile pour eliminer le chlorure de calcium non lie de la surface des billes. Enfin les 

billes (l'encapsulat) ont ete filtrees puis conservees sur un serum physiologique a 4 ° C pour une 

utilisation ulterieure. 

Le diametre et le poids moyens de 5 billes d'alginate ont ete determines a !'aide d'un pied a 
coulisse numerique et d'une balance analytique, respectivement. 

I~ 
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Bactcriennes 

Solution ALG 
2% 

q 

Melanite ALO n 
et suspension ~ 

Solution de 
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cace a o.os M q 

n 
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contcnant des bacteries 

,: 
Figure 6: Protocole de !'encapsulation bacterienne dans !'alginate par extrusion. 
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11.3.1. Evaluation de quelques aptitudes probiotiques de Lactiplantibacillus sp. 01S1 

Cette partie consiste a evaluer la tolerance de Lactiplantibacillus sp. 01S1 in vitro aux conditions 

similaires a celles du transit digestif (acidite et sels biliaires) . 

11.3.1.1. Tolerance aux acides 

La capacite de la souche (encapsulee et libre) a survivre dans le milieu acide a ete etudiee en se 

referant a la methode decrite par Bosnea et al. (2014). Brievement, 1 ml de la suspension mere 

mentionnee ci-dessus ( cellules libres) et 50 bill es des bacteries encapsulees ( cellules 

immobilisees) ont ete mis en suspension dans 9 ml de PBS ajuste par le HCl a pH 2,0 et pH 7,0. 

Les tubes ont ete incubes a 3 7 °C pendant 2 h. 

Les bacteries ont ete liberees des capsules par sequestration des ions calcium dans le tampon 

phosphate lM (pH 7 ,0) selon la methode decrite par Ouled-Haddar et al. (2016) . La resistance 

de la bacterie ace facteur hostile a ete estimee par la lecture de la densite optique a 620nm. 

Le pourcentage de survie a ete calcule par la comparaison des valeurs de la DO de la culture 

dans le PBS a differents pH: (Castro-Rosas et al.,2021). 

( % de survie = (DO PBS pH 2 /DO P~S pH 7) x 100 ) 

11.3.1.2. Tolerance aux sels biliaires 

La capacite de la souche ( encapsulee et libre) a survivre dans la bile a ete etudiee en se referant a 

la methode decrite par Pupa et al. (2021). Brievement, 1 ml de la suspension de cellules libres et 

50 billes des cellules encapsulees ont ete mis en suspension dans 9 ml de PBS additionne a 0.3% 

de sels biliaires. Les tubes ont ete incubes a 37 °C pendant 4 h. Un temoin negatif a ete prepare 

dans les memes conditions pour les deux echantillons (cellules encapsulees et cellules libres). 

Les bacteries ont ete liberees des capsules par sequestration des ions calcium dans le tampon 

phosphate lM (pH 7) selon la methode decrite par Ouled-Haddar et al. (2016). Le taux de 

survie a ete determine par la mesure de la DO a 620nm, en comparant les valeurs de la DO de la 

culture en presence et en absence de sels biliaires. Ila ete calcule comme suit :(Castro-Rosas et 

al,2021). 

% de survie =(DO sels biliaires/DO temoin) xtoO 
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11.4. Co-encapsulation de la souche bacterienne avec l'extrait ethanolique de la propolis 

11.4.1. Extrait ethanolique de la propolis 

L' extrait ethanolique de la propolis (EEP) prepare par la methode de Vica et al (2022) a ete 

fomni par le laboratoire LTM. L'extrait a ete filtre a l'aide d'un microfiltre de 0,22µm et il a 

ensuite subi plusieurs dilutions au 1/2 jusqu'a une concentration de 0,25 µg/ml. 

11.4.2. Determination de la concentration minimale inhibitrices de la propolis (CMI) 

La sensibilite de la souche 01S1 vis-a-vis l'extrait de propolis a ete determinee selon la methode 

de Vica et al (2021). 

En resume, des geloses MRS prealablement coulees et solidifiees ont ete inoculees par une 

culture jeune de la souche 01S1 a l'aide d'ecouvillons steriles. Un etalement a ete realise, ensuite 

les disques de papier filtre de 6mm de diametre ont ete deposes a la swface a l'aide d'une pince 

sterile. 10 µl de chaque dilution ont ete deposes sur les disques. Apres sechage, les boites ont ete 

incubees a 37 °C pendant 24 h. L'evaluation finale de la sensibilite a ete faite en quantifiant (en 

mm) les zones d'inhibition obtenues. Un disque imbibe d'ethanol a constitue le temoin negatif. 

11.4.3. Procede de la co-encapsulation 

Comme precedemment decrit, 45ml d'alginate sterile ont ete melanges avec 4ml de la 

suspension cellulaire deja preparee et lml de la dilution de l'EEP qui est en dessous de celle qui 

correspond a la CMI. Pour le temoin, l'EEP a ete remplace par lml d'eau distillee sterile. La 

suite des etapes est comme mentionnee dans la section 11.3. 

11.4.4. Evaluation de quelques aptitudes probiotiques de la souche co-encapsulee a la 

pro polis 

Cette partie consiste a evaluer la tolerance de la souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 co­

encapsulee avec la propolis in vitro aux conditions similaires a celles du tractus digestif ( acidite, 

sels biliaires ). 

11.4.4.1. Tolerance aux acides 

L'etude de la resistance de la souche aux conditions acides a ete realisee par les memes etapes 

precedemment decrites dans la section 11.3.1.1. a deux details pres: 50 billes des cellules 

encapsulees et 50 billes des cellules co-encapsulees avec l 'EEP ont ete mises en suspension dans 

9 ml de PBS deja ajuste a pH 2,0 et pH 7 ,0. 
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11.4.4.2. Tolerance aux sels biliaires 

L'etude de la tolerance aux sels biliaires a ete realisee par les memes etapes precedemrnent 

decrites dans la section 11.3.1.2. a deux details pres : 50 billes des cellules encapsulees et 50 

billes des cellules encapsulees avec l 'EEP ont ete mises en suspension dans 9 ml de PBS 

additionne a 0,3% de sels biliaires. 

11.4.5. L'activite antibacterienne de la souche sur les bacteries pathogenes 

L'activite antimicrobienne de cellules encapsulees et co-encapsulees avec l'EEP a ete determinee 

selon la methode decrite par Bartkiene et al. (2019) avec quelques modifications. Les souches 

pathogenes sont les suivantes: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Pour chaque souche pathogene, trois tubes ont ete prepares comme suite: dans chaque tube ,lml 

de la souche pathogene a ete mis en suspension dans 9 ml de bouillon nutritif. Dans l 'un des trois 

tubes nous avons ajoute 15 billes d'alginate avec l'EEP et dans l'autre 15 billes d'alginate sans 

l'EEP. Le tube temoin contenait la souche seule. Les DO ont ete mesurees a 620nm apres 24 h 

d'incubation sous agitation a 37 °C. L'experience a ete realisee en deux repetitions. 

Souche Escherichia Souche Sraphy/ococcus Souche Ps~mona.s 

1f 1fi '1 aureus 

~ 
L aeniglnosa ~ _ 

lt11 lf l]U ~ iml 

BN9ml BN9ml BN9ml 

,...... l 
.r\ {"'), l .r\ {"'), l .r\ 

Bill es 
{ALG) Fl Fl Fl Billes (ALG) 

+EEP 

E.coll E.coll E.coll 
+C.encp seule +C.encp 

sans avec 
EEP EEP 

Billes n n n Billes (Al..G) (ALG) 
-.-EEP 

Pseud Pseud Pseud 
+C.encp seule +C.encp 

sans avec 
EEP EEP 

Incubation sous agitation a 3 7 °C 
pendant24 h 

Billes n n n Billes 
{ALG) ~ 

Staph Staph Staph 
+C.encp seule +C.encp 

sans avec 
EEP EEP 

Figure 7. Protocole de l'activite antibacterienne des cellules encapsulees 
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III. Resultats et discussions 

111.1. Verification de la purete de la souche 

La souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 a donne sur gelose MRS de petites colonies blanchatres et 

cremeuses ayant le meme aspect, la meme couleur et la meme forme (Figure8). L'observation 

microscopique a revele des cellules sous forme de batonnets violets a Gram positif. 

Figure8: Aspect des colonies de Lactiplantibacillius sp. 01S1 sur la gelose MRS. 

La charge initiale de l'inoculum obtenu apres 24 h d'incubation a 37 °C a donne une moyenne de 

3,19 x 108 UFC/ml correspondant a une densite optique de 0,8. 

111.2. Caracteristiques des microcapsules 

Les microcapsules preparees par la methode d'extrusion avec de !'alginate a 2% avaient une 

structure spherique (Figure 9) avec un poids moyen de 0,03 g et de taille moyenne d'environ 

3,05 mm. Les billes sont influencees par le diametre de l'aiguille et la viscosite de gel 

(Dallabona et al., 2020). Approximativement, lml de suspension bacterienne correspondait a 50 

bill es. 
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Figure 9: Aspect des billes de Lactiplantibacillus sp. 01S1 obtenus par la methode d'extrusion. 

111.3. Evaluation des quelques aptitudes probiotiques de Lactiplantibacillus sp. 01S1 

111.3.1. Tolerance aux acides 

Le transit dans l'estomac prend entre 5 minutes et 2 heures et une exposition prolongee a un 

environnement acide est un enorme defi pour les probiotiques (Han et al., 2021). 

L'effet de l'acidite sur la viabilite de la bacterie libre et encapsulee a ete teste a deux valeurs de 

pH (2,0 et 7 ,0). Les resultats presentes dans la figure 10 ont demontre que le taux de survie des 

cellules de Lactiplantibacillus sp. O?S1 a l'etat libre etait de 53% apres une exposition de 2 h aux 

conditions acides. D'autre part, le taux de survie des cellules encapsulees et soumises aux memes 

conditions etait de 59%. 

Malgre que le taux de survie a augmente par environ 6%, on peut dire que l'encapsulation a 
l'aide d'alginate de sodium (2%) a amelioree la survie des cellules dans des conditions similaires 

a celles de l'estomac en comparant avec les cellules libres. 
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Figure 10: Effet de l'acidite sur la survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 libre et encapsulee dans 

l'alginate de sodium a 2%. 

Nos resultats sont proches de ceux de Amira et al. (2021) realises sur Lb. plantarum et Lb. casei 

isoles de Klila (fromage traditionnel algerien) libres et encapsulees dans l'alginate de sodium a 2 

% par la methode d'extrusion et qui ont montre que les cellules de Lb. casei ont presente une 

augmentation significative de taux de survie dans l'environnement acide (pH 2,0). 

Des resultats similaires ont ete obtenus par Ouled-Haddar et al (2012) sur !'evaluation de la 

survie de Lb. curvatus G7 libre et encapsulee dans l'alginate de sodium _N~~~nditions 

acides (pH 2,0) apres 2 heures d'incubation. Ils ont montre que la mic . ""~ ~~eliore 
la viabilite des cellules bacteriennes par un taux de 9,27%. (il' _ -~).I\ 

~~\~ ~! 

De plus, M~lmo d al (2021) ont rapporte l'effet de _l'encapsul,~s-_!:algin/Par la 

techmque d' emuls10n sur la surVIe de la souche prob10tique Limosil~~ri DSM 

17938 et de la souche non probiotique Lactiplantibacillus plantarum 48M dans des conditions 

gastro-intestinales simulees. D'autre part, Sultana et al. (2000) ont remarque que !'encapsulation 

de bacteries dans des billes d'alginate ne protegeait pas efficacement l'organisme d'une acidite 

elevee. 
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111.3.2. Tolerance aux sels biliaires 

Les sels biliaires sont l 'une des barrieres a surmonter par les bacteries probiotiques pour 

atteindre leur site d'action. Ils ont une forte activite antimicrobienne due a la degradation des 

lipid.es membranaires (Ouled-Haddar et al., 2016). Pour cette raison, la tolerance de la bacterie 

Lactiplantibacilllus sp. 01S1 aux sels biliaires a ete evaluee. 

Au reflet de la figure 11, nous remarquons que la souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 mise au 

test a un taux de survie de 61 % et 7 5% pour les cellules libres et encapsulees, respectivement. Ce 

qui indique une bonne resistance aux sels biliaires pour les cellules encapsulees apres un temps 

d'exposition de 4 heures a 0,3% de sels biliaires. En consequence, une amelioration de la 

viabilite cellulaire d'environ 14% a ete obtenue en utilisant !' encapsulation dans !'alginate de 

sodium. 
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Figure 11: Survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 libre et encapsulee dans 2% de !'alginate de 
sodium incube a 0,3% de sels biliaires. 

Plusieurs etudes ant rapporte !'amelioration de la viabilite cellulaire des bacteries par la 

microencapsulation lorsqu'elles sont exposees aux sels biliaires. On peut citer l'etude realisee par 

Ding et shah (2007) sur la microencapsulation par extrusion de huit souches de bacteries 

probiotiques, Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum, L. salivarius, L. plantarum, L. 

acidophilus, L. paracasei, B. lactis type Bl-04, et B. lactis type Bi-07 dans !'alginate de sodium 
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111.4.2. Caracteristiques des billes encapsulees et co-encapsulees avec EEP 

L'observation a l'ceil nu montre que les microcapsules (billes) obtenues par la methode 

d'extrusion des cellules encapsulees seuls et co-encapsulees avec l'EEP ont des structures 

spheriques (Figure 13), de taille d'environ 3,02 et 3 mm de diametre, et 0,028 et 0,026g de 

poids, respectivement. 

Figure13 : Aspect des billes de Lactiplantibacillus sp. 01S1 obtenus par la methode d'extrusion. 

(a): cellules encapsulees dans 2% d'alginate (b): cellules encapsulees dans 2% de !'alginate et 
de l'EEP. 

111.5. Evaluation des quelques aptitudes probiotiques de la souche co-encapsulee 

111.5.1. Tolerance aux acides 

Un test de tolerance au pH bas est essentiel pour predire la survie des bacteries dans 

l'environnement de l'estomac. Les resultats de la resistance de la souche Lactiplantibacillus sp. 

01S1 a l'acidite simulee a celle de l'estomac sur des milieux a pH 2,0 et pH 7,0 apres 2 heures 

d'incubation sont presentes sur la Figure 14. 
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Figure 14: Effet de l' acidite sur la survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 encapsulee et co­

encapsulee dans !'alginate de sodium a 2%. 

D'apres les resultats presentes par la figure14, le meilleur pourcentage de survie aux conditions 

acides est observe avec les cellules co-encapsulees ou le taux de survie est de 61 %. En revanche, 

les cellules encapsulees marquent une viabilite d'environ de 56,7%. Nous remarquons que la 

survie et la viabilite de Lactiplantibacillus sp. 01S1 co-encapsulee (en presence de l'EEP) apres 

1' exposition aux pH bas pendant 2 heures est legerement amelioree par rapport a cell es qui ont 

ete encapsulees (sans EEP). On peut dire que l'EEP n'a pas d'effet sur la survie des cellules 

bacteriennes. La co-encapsulation a permet de preserver la cellule bacterienne. 

111.5.2. Tolerance aux sels biliaires 

La survie des bacteries a potentiel probiotique dans l'intestin est determinee par la tolerance aux 

sels biliaires, qui est un element crucial. La membrane cellulaire des bacteries qui envahissent 

l'estomac est endommagee par les sels biliaires dans le tractus intestinal. Un taux de 0,05 a 0,3 % 

de bile peut etre tolere par les probiotiques (Hassan et al, 2020). 

L'effet des sels biliaires sur la souche testee est represente dans la figure 15. Conformement aux 

resultats, la survie des cellules encapsulees de Lactiplantibacillus sp. ChS1 seules etait de 76%, 

apres 4 heures d'incubation dans un milieu simulant les conditions du duodenum a une 

concentration de 0,3% de sels biliaires. Tandis que les cellules co-encapsulees dans les memes 

conditions avaient une viabilite de 79%. Ces resultats indiquent que la co-encapsulation a l'aide 
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d'alginate de sodium (2%) ameliore legerement la tolerance de Lactiplantibacillus sp. 01S1 aux 

sels biliaires. 
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Figure 15: Survie deLactiplantibacillus sp. O?S1 encapsulee et co-encapsulee dans !'alginate de 

sodium incube a 0,3% de sels biliaires. 

D'apres nos recherches aucun travail n'a ete trouve concemant l'effet de la co-encapsulation des 

bacteries lactiques avec l'extrait de la propolis, probablement a cause de son effet bactericide, 

mais il existe de nombreuses etudes sur !'encapsulation des bactfaies lactiques avec d'autres 

extraits. A titre exemple, !'experience de Neuenfeldt et al. (2022) qui consiste a co-encapsuler 

une bacterie Lb. rhamnosus avec l'extrait de myrtille a montre que l'ajout de l'extrait ameliore la 

viabilite des microcapsules et donne une protection lors du passage dans le liquide gastrique 

beaucoup plus que la bacterie encapsulee seule. Dans ce cas, la co-encapsulation de l'extrait de 

myrtille a fourni des effets positifs sur la survie de Lb. rhamnosus et demontre son application 

prometteuse dans l'alimentation. 

Une autre etude menee par Vodnar et al. (2012) a demonte que la microencapsulation de 

l'extrait de the ve1t avec des bacteries ameliore considerablement la survie bacterienne lors d'une 

exposition a des conditions gastro-intestinales. Le taux de survie des bacteries dans les capsules 

sans l 'ajout de l 'extrait de the ve1t etait inferieur a celui des capsules con tenant 5% et 10% de 

l' extrait. De plus, le taux de survie a augmente proportionnellement a la concentration de 

l 'extrait additionne. 

Par ailleurs, Pop el al. (2017) ont montre que la viabilite des cellules probiotiques apres 2 h dans 

le milieu acide du TGI etait 15 fois plus elevee dans les echantillons dans lesquels Lb. casei etait 

28 



Resultats et Discussions 

encapsule avec de l'extrait d'argousier que dans les echantillons auxquels aucun extrait n' a ete 

ajoute. 

La microencapsulation combine deux composes actifs ou plus qui realisent une synergie les uns 

avec les autres (Raddatz et Menezes, 2021 ; Nifio Vasquez et al., 2022). Done, nos resultats 

accreditent l'idee que la combinaison des bacteries lactiques (Lactiplantibacillus) avec des 

extraits pouvait representer une strategie pour ameliorer la tolerance aux conditions de stress. 

111.6. L'activite antimicrobienne de la souche sur les bacteries pathogenes 

Afin de determiner !'interaction de la souche bacterienne Lactiplantibacillus sp. Q7S1 et de 

l'EEP, l'activite antibacterienne de la souche encapsulee en presence et en absence de EEP contre 

certaines bacteries de references a ete evaluee. Les resultats obtenus sont af:fiches dans le 

tableau3. 

Tableau 3 : Activite antibacterienne de la souche Lactiplantibacillus sp. Q7S1 encapsulee ou 

co-encapsulees sur les souches de references. 

1l 
DO (620nm) * 

--

_ J Temoin 

I _ 
Cellules Cellules 

Souche 
encapsulees Co-en ca psu lees 

-

E.coli l 
= _ ATCC25922 0,901 0,648 0,611 

Pseudomonas -1 
0,927 0,830 0,791 aerugmosa 

ATCC 27853 I 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 I 0,967 0,908 0,894 

* Les resultats representent la moyenne de deux lectures. 

Ces resultats montrent qu'il y a une inhibition de la proliferation des souches testees (E. coli 

ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923). Il est clair que la souche 

encapsulee seule presente une faible action inhibitrice par rapport a celle qui est co-encapsulee. 

Ces resultats montrent aussi que E. coli ATCC 25922 etait la souche la plus sensible aux agents 

antimicrobiens produits par les cellules encapsulees. En revanche, toutes les bacteries testees 

sont plus sensibles lorsque l'extrait ethanolique de propolis etait present. 
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En consequence, la co-encapsulation de bacteries avec EEP avait plus d' effet antagoniste contre 

les bacteries testees, cela peut etre du au fait que le melange encapsule comprenait plus des 

composes antimicrobiens (agent d 'origine bacte1ien et I' effet antibacte1ien de Ia propolis). Il est 

rapporte que la propolis exerce un effet antimicrobien important (Przybylek et al., 2019). De 

plus, l 'un des traits de selection d'une bactfaie probiotique est sa capacite a inhiber les bacteries 

pathogenes (Piatek et al., 2020). 

Cependant, et a notre connaissance aucune etude n'a ete publiee comparant l 'effets inhibiteurs de 

cellules encapsulees ou les cellules co-encapsulees en milieu liquide. Cependant, des resultats 

similaires ont ete rapportes par Ucar (2022), qui a etudie l'effet inhibiteur du surnageant de Lb. 

reuteri combine avec EEP sur des bacteries de deterioration des poissons. D'autre pait, Kuley et 

al. (2021) ont montre que l'activite antibacterienne de la propolis ainsi que ses constituants 

phenoliques et les flavonoi:des etaient proteges par la methode d'encapsulation. 

En consequence, la co-encapsulation des bacteries (Lactiplantibacillus) avec l'EEP pouvait 

representer une strategie pour ameliorer l'activite antagoniste, paiticulierement lors de 

l 'utilisation des bacteries lactiques dans les produits alimentaires. 
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Conclusion 

Notre etude experimentale a ete menee sur la capacite d'une bacterie lactique 

Lactiplantibacillus sp. 01S1 libre et encapsulee dans !' alginate de sodium a 2% a smvivre a des 

conditions similaires a celles du tractus digestif. La survie de cette souche encapsulee et co­

encapsulee avec l'extrait ethanolique de la propolis a egalement ete evaluee apres son exposition 

aux memes conditions. 

Notre souche libre a une tolerance vis-a-vis des conditions gastro-intestinales. La micro­

encapsulation par !'alginate de sodium a 2% a exerce un effet benefique en ameliorant la 

resistance de la souche Lactiplantibacillus sp. 01S1 dans les conditions simulees du tractus 

gastro-intestinal et particulierement les sels biliaires. La co-encapsulation avec l' extrait 

ethanolique de propolis a un effet relativement eleve que !'encapsulation de la souche seule vis­

a-vis de la resistance aux conditions de stress (acidite et sels biliaires). 

De plus, la souche bacte1ienne et l' extrait ethanolique de la pro polis co-encapsules ont 

presente une activite antagoniste meilleure que la souche encapsulee seule vis-a-vis les souches 

testees, E.coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 etP. aeruginosa ATCC 27853. 

Pour completer ce travail, d'autres recherches sont necessaires pour mener a bien cette 

etude telles que: 

• L'etude de l'effet de differentes concentrations de l'extrait de la propolis. 

• L'utilisation de differents polymeres pour la co-encapsulation et l' effet d'une matiice 

alimentaire sur les microcapsules. 

• L'etude de l'effet du stockage pour une longue duree et l ' effet de la temperature. 
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Annexes 

Annexe 1 : Compositions des milieux 

•!• Milieu MRS pour lL 

Ingredients Unite 
Peptone lOg 
Extrait de viande 8g 
Extrait de levure 4g 
Acetate de sodium 5g 
Phosphate bipotassique 2g 
Citrate d'ammonium 2g 
Sulfate de magnesium 0,2g 
Sulfate de maganese 0,05g 
Glucose 20g 
Tween 80 lml 
Eau distillee lOOOml 

•!• Bouillon nutritif 

Ingredients Unite 

Peptones lOg 
Extrait de boeuf lg 
Extrait de levure 2g 
Chlorure de sodium 5g 
pH Final 6,8 ± 0,2 at 25 °C 
Eau distillee lOOOml 

•!• Gelose MRS 

Bouillon 1\1.RS additionnee de 15g d'agar 

Annexe 2 : Composition des tampons 

•!• Eau physiologique 

Ingredients Unite 

NaCl 9g 
Eau distillee lOOOml 

•!• Tampon Phosphate Saline (PBS) pH7.4 

Ingredients Unite 

Nacl 8g 
Kcl 0,2g 

KH2Po4 l,42g 

Na2HP04 0,24g'-____ _ 

Eau distillee lOOOml 
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•!• Tampon Phosphate pH7(1M pour lOOml) 

Ingredients Unite 

KzHP04 61,5ml 
KH2P04 38,5ml 

Annexe 3: Solution d'alginate de sodium a 2% 

Ingredients Unite 

Alginate de sodium 2g 
Eau distillee lOOml 

Annexe 4 : Chlorure de Calcium 0,05M 

Ingredients Unite 

Chlorure de Calcium 2,8g 
Eau distillee 500ml 

Annexe 5 : Caracteristiques des billes 

Caracteristiques Diametre (mm) Structure Poids (g) Cellules/lml de 
des billes gel 

Billes d'alginate 3,05 Spherique 0,03 50 

Billes sans EEP 3,02 Spherique 0,028 51 

Billes avec EEP · 3 Spherique 0,026 53 

Annexe 7 : Effet de l'acidite sur la survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 libre et encapsule 

dans !'alginate de sodium a 2%. 

0 2 

Taux de survie des cellules libres 100 53 

Taux de survie des cellules encapsulees 100 59 



Annexes 

Annexe 8 : Survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 libre et encapsule dans 2% de I' alginate de 
sodium incube a 0,3% de sels biliaires. 

0 2 

Taux de survie des cellules libres 100 61 

Taux de survie des cellules encapsulees 100 75 

Annexe 9: Effet de l'acidite sur la survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 encapsulee avec et sans 

EE 

Temps (h) I 0 I 2 p 
Taux de survie (%) 

dan 
Taux de survie des cellules encapsulees 100 56,7 

s 
Taux de survie des cellules co-encapsulees 100 61 

l ' al 

ginate de sodium a 2%. 

Annexe 10 : Survie de Lactiplantibacillus sp. 01S1 encapsule avec et sans EEP dans J' alginate 

de sodium incube a 0,3% de sels biliaires. 

Temps (h) 0 2 
Taux de survie (%) 
Taux de survie des cellules encapsulees 100 76 

Taux de survie des cellules co-encapsulees 100 79 
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~ 
Evaluation de l 'eff et de l' encapsulation sur la survie d 'une bacterie lactique dans les conditions 

gastro-intestinal es. 
Resume 

L'objectif de notre travail etait clans un premier temps, l'etude de l'efficacite d'encapsulation sur la survie 
d'une bacterie lactique Lactiplantibacillus sp. 01S1 dans des conditions mimant le tractus gastro-intestinal 
humain. L'encapsulation a ete realisee par la methode d'extrusion dans du gel d'alginate de sodium a 2%. La 
tolerance de la souche aux pH acides et aux sels biliaires a ete testee. Dans un deuxieme temps, une co­
encapsulation de la souche avec un extrait ethanolique de propolis (EEP) a ete effectuee clans le but d' evaluer 
son taux de survie une fois soumise aux memes conditions de stress. 

Les resultats de l'etude ont demontre une viabilite de la souche a environ 53% pour les cellules libres et a 59% 
pour les cellules encapsulees a pH 2,0 pendant 2 h d'incubation. Pour !'exposition aux sels biliaires a 0,3 % 
pendant 4 h, la viabilite obtenue etait 61% et 75% pour les cellules libres et encapsulees, respectivement. 
Malgre que la co-encapsulation de cette bacterie avec l'EEP n'a pas donne une augmentation remarquable par 
rapport aux bacteries encapsulees seules, il a ete observe que l'extrait n'affectait pas la viabilite des cellules. 
Cette etude confirme l'efficacite de !'encapsulation bacterienne dans !'alginate de sodium a 2% et donne la 
possibilite de combiner ces deux substances bioactives dans le meme traitement. 

Mots-cles : Co-encapsulation ; Conditions gastro-intestinales ; Encapsulation ; Extrait ethanolique de propolis ; 
Lactiplantibacillus sp. 01S1; survie. 

Abstract 
The objective of our work was initially to study the effectiveness of encapsulation on the survival of a lactic 
acid bacterium Lactiplantibacillus sp. 07S1 under the human gastrointestinal tract simulating conditions. 
Encapsulation was performed by the extrusion method in 2% sodium alginate. The strain's tolerance to acid pH 
and bile salts was tested. In a second step, co-encapsulation of the strain with an ethanolic extract of propolis 
(EEP) was carried out in order to evaluate its survival rate once subjected to the same stress conditions. 

The results of the research showed that the viability of the tested strain was about 53% for free cells and 59% 
for encapsulated ones at pH 2,0 for 2 h of incubation. For the exposure to bile salts at 0,3% for 4 h, the 
obtained viability was 61% and 75% free and encapsulated cells, respectively. Although the co-encapsulation 
of this bacterium with EEP does not give a remarkable increase compared to encapsulated bacteria alone, it 
was observed that the extract did not affect the viability of cells. This study confirms the effectiveness of 
bacterial encapsulation in 2% sodium alginate and gives the possible use of the tow bioactives substances in the 
same treatment. 

Keywords : Co-encapsulation; Gastrointestinal conditions; Encapsulation; Ethanolic extract of propolis; 
Lactiplantibacillus sp. 07S 1; survival. 
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