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Introduction Générale

Dans le début des années 1900, la découverte d’Elie Metchnikoff sur les avantages
exceptionnels du lait de vache fermenté a conduit & un Prix Nobel de Médecine en 1908. La
raison de I’effet nutritionnel découvert est due a la présence de bactéries lactiques probiotiques
dans les produits alimentaires (Akhiar, 2010).

Les probiotiques ont été définis de plusieurs fagons, selon la compréhension des
mécanismes d’action sur la santé et le bien-étre de I’Homme. La plus utilisée est celle de Fuller
(1989) : les probiotiques sont des compléments alimentaires microbiens, vivants et bénéfiques

affectant 1’hote en améliorant son équilibre intestinal (Anal et Singh, 2007).

Le terme probiotique comprend une large gamme de microorganismes, principalement les
bactéries, mais également les levures, qui peuvent se maintenir en vie jusqu’a atteindre 1’intestin
pour fournir leur effet bénéfique sur la santé de I’hdte, ces effets probiotiques sont spécifiques a
la souche et c’est la raison pour laquelle il est important de préciser le Genre et 1’espeéce des
bactéries probiotiques, en proclamant leurs multiples avantages. Les prestations des probiotiques
sur la santé peuvent étre dues a la production d’acides et/ou de bactériocines, les concurrences

avec les agents pathogénes et stimulation du syst¢éme immunitaire (Burgain ef al., 2011) .

Les probiotiques sont certainement trés sensibles a leur milieu environnant, tel que :
’acidité, ’oxygeéne et la chaleur. Par conséquent, les probiotiques, doivent remplir plusieurs
critéres avant d’étre appliqués, notamment I’activité et la viabilité dans les produits; I’adhésion
aux cellules épithéliales, la tolérance aux faibles pH, au suc gastrique, aux sels biliaires, au suc
pancréatique, et la survie in vivo. La viabilité des probiotiques est un parametre clé pour le

développement des probiotiques dans les aliments (Soccol et al., 2010).



Les obstacles rencontrés au niveau des différents compartiments du tractus
gastrointestinal (TGI) et la longue période de conservation dans les produits alimentaires,
limitent la survie et la stabilité des cellules bactériennes viables avant d’atteindre leur site cible.
Ainsi pour une efficacité lors de I’administration orale de bactéries probiotiques vivantes, en un
systtme de transport efficace est exigé pour les protéger; la technologie de Ila

microencapsulation semble étre un systéme de support approprié a cette fin (Ariful ez al., 2010).

Diverses matrices alimentaires composées de polysaccharides, comme 1’alginate, la
gomme de gellane, la carraghénane et ’amidon sont les matériaux les plus couramment utilisés
pour la ME des bifidobactéries et des lactobacilles. Les techniques appliquées pour la ME des
probiotiques sont 1’émulsion, 1’extrusion et le séchage par atomisation. La stabilité des billes
peut étre d’avantage améliorée en utilisant différents matériaux de revétement, par exemple : le
chitosane et I’amidon (Rokka et Rantamiiki, 2010).

Les futurs défis dans ce domaine sont le développement de nouvelles technologies
puissantes, la sélection des techniques, des matériaux, et des souches bactériennes, en

minimisant les couts supplémentaires issus de la microencapsulation (Ariful ef al., 2010).

L’objectif de ce travail est d’étudier ’effet de la microencapsulation sur les deux
bactéries lactiques probiotiques; Lactobacillus plantarum et Lactobacillus curvatus par

différentes matrices sur quelques unes de leurs aptitudes probiotiques et technologiques.
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ANALYSE BIBILIOGRAPHIQUE CHAPITRE 1

I. LES PROBIOTIQUES ET LES BACTERIE LACTIQUES

I.1. Historique

Les probiotiques sont généralement lié€s a la santé intestinale, la premiére suggestion d'une
association bénéfique entre les microorganismes et 1'hote humain peut probablement étre attribuée a
Albert Doderlein, qui a proposé en 1892 que la production d'acide lactique par les bactéries
vaginales empéchait ou entravait la croissance de bactéries pathogénes. Le pére fondateur du
concept de probiotique est Elie Metchnikoff (1908) qui suggéra que « la dépendance des microbes
intestinaux par 1’alimentation rend possible 1’adoption de mesures pour modifier la microflore du
corps en remplagant les microbes nocifs par des microbes utiles » (Leroy ef al., 2008).

Cette hypothése venait appuyer 1’observation précédente d’un pédiatre francais, Henry
Tissier (1906), qui en étudiant la diarrhée infantile remarqua I’absence de bifidobactéries et suggéra
leur utilisation pour traiter les patients atteints de diarrhée afin de les aider a rétablir leur microflore
intestinale. Le terme probiotique provient de deux mots grecs, mpo pro et Biog bios, qui signifient
littéralement « pour la vie ». 1l a été popularisé par Fuller en 1989 lorsqu’il lui donna sa premiére
définition officielle : « les probiotiques sont des suppléments alimentaires & base de micro-
organismes vivants qui agissent de fagon bénéfique sur I’étre vivant en améliorant 1’équilibre et la
stabilité de sa microflore intestinale ». Cette définition a été révisée et actuellement, la plus acceptée
est celle recommandée par un panel d’experts mandatés par I’'OMS et le FAO (2002). Elle indique
que les probiotiques sont: « des micro-organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en
quantités suffisantes conférent un bénéfice pour la santé de ’hote » (Gagnon, 2007).

1.2. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d'espéces hétérogénes dont le trait commun
est leur aptitude a produire de I’acide lactique suite a la fermentation des glucides. Elles sont
devenues les principaux candidats probiotiques et bénéficient d’un statut GRAS (Generally
Regarded As Safe). Les bactéries lactiques sont des microorganismes a Gram positif, elles se
présentent le plus souvent sous forme de coques ou de bacilles, non mobiles, anaérobies mais
aérotolérantes, négatives a la catalase, nitrate réductase et dépourvues de cytochrome. Elles sont en
outre résistantes a l'acide (Vasiljevic et Shah, 2008).

La taxonomie des bactéries lactiques a été basée sur la coloration de Gram et il est possible de
les classer suivant la nature des produits du métabolisme bactérien obtenus a partir des glucides. Les
bactéries lactiques regroupent 11 genres dont les plus étudiés sont : Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Enterococcus et Pediococcus en plus de Bifidobacterium
qui est aussi classé comme bactérie lactique (Saad, 2010; Givry, 2006).

1.3. Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles appartiennent a la flore normale de la cavité¢ buccale, urogénitale et du
tractus gastro-intestinal de I’Homme et de 1’animal. Ils représentent le groupe le plus important des
bactéries lactiques, contenant plus de 120 espéces et 20 sous espeéces. Ces bactéries peuvent se
développer a des températures basses ou extrémes comprises entre 2 et 50°C, avec un optimum
compris entre 30 et 40°C. IlIs ont un métabolisme strictement fermentaire (homo ou
hétérofermentaire), anaérobies mais aérotolérants et acidophiles, avec un optimum de pH entre 5,5
et 6,2. De plus ces microorganismes sont auxotrophes avec de fortes exigences en facteurs de
croissance (Saad, 2010).

Les Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs comprennent un large éventail d'espeéces, y
compris les espéces et sous-espéces d'intérét technologique et clinique, telles que Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus sakei et Lactobacillus
curvatus, les soi-disant "streptobactéries atypiques" qui sont des bactéries d'altération importantes
(Klein ef al., 1996).
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Lactobacillus plantarum

L’espéce Lactobacillus plantarum est une bactérie Gram positif, mésophile, tolérant
I’oxygeéne et hétérofermentaire facultative. Elle peut croitre en forte densité ce qui pourrait étre
intéressant pour des applications industrielles. Plusieurs souches de Lb. plantarum résistent a un
passage dans l'estomac sous une forme viable et sont ainsi capables de survivre pendant plus de 6
jours dans le tractus gastro-intestinal de I'Homme et de I’animal. En outre Lactobacillus plantarum
produit plusieurs types de bactériocines selon la souche, parmi lesquelles la plantaricine. De telles
propriétés de survie et de persistance dans le tractus de 1’hote sans oublier sa forte activité
antimicrobienne contribuent a conforter 1’intérét de cette souche en tant que probiotique potentiel.
De ce fait, certaines souches de Lb. plantarum sont présentées comme des probiotiques qui
induisent des effets bénéfiques sur la santé du consommateur (Saad, 2010; Maldonado ef al,
2004).

Lactobacillus curvatus

L'espéce Lactobacillus cuvatus est facultativement hétérofermentaire, les cellules sont des
bacilles courbées avec des extrémités arrondies et se présentent en paires ou en courtes chaines, qui
sont frféquemment observées et habituellement immobiles. Il a été possible d’isoler des souches de
Lactobacillus cuvatus avec de fortes propriétés probiotiques citant la résistance a I’acide et a la bile,
I’activité B-galactosidase et I’activité¢ antimicrobienne (Halasaz ef al., 2009; Reddy ef al., 2007;
Klein et al., 1996).

Cette espéce est un producteur d’une bactériocine dénommeée la curvacine, qui contribue a
l'inactivation d’E. coli et inhibe fortement Listeria innocua dans un modéle dynamique du
compartiment de I'estomac et l'intestin gréle (Joerger, 2002).

1 .4. Probiotique, prébiotique et symbiotique

L'idée d'administrer de nouveaux micro-organismes afin de moduler la flore endogeéne dans
un sens bénéfique, ou plus simplement d'utiliser leurs propriétés métaboliques, est ancienne et a
conduit & introduire le terme de probiotique. La définition actuelle de probiotiques les identifie
comme une monoculture ou une culture mixte de microorganismes vivants qui profitent au
microbiote indigéne de I'étre humain (Vasiljevic et Shah, 2008; Denis ef al, 2006).

Certains composants de la microflore intestinale, particuli¢rement les bifidobactéries, sont
capables de fermenter des substances essentiellement non digestibles (hydrates de carbone) dans le
colon grdce a son pouvoir saccharolytique important. Cette propriété permet d’augmenter la
croissance ou I’activité des microorganismes spécifiques du tractus gastro-intestinal en influencant
positivement la santé de 1’hote. Les-effets bénéfiques générés par ces interactions ont permis le
développement du nouveau concept «prébiotiques ». Les prébiotiques sont des fibres dans certaines
plantes qui atteignent le cdlon sans étre digérées, donc ils doivent étre non digestibles pour servir de
substrat aux bactéries spécifiques, principalement les bifidobactéries et les lactobacilles, qui sont
actives et améliorent la santé de I’hote. Les fibres alimentaires comme les polysaccharides tels que
’amidon, I’inuline, la pectine, la gomme de guar, et les oligosaccharides non digestibles sont ainsi
fermentées par les bactéries intestinales en produisant des acides gras a courte chaine notamment les
acides acétique, propionique et butyrique (Sekhon et Jairath, 2010; Amrouche, 2005).

Il y a une synergie évidente entre les potentiels probiotiques et les ingrédients
prébiotiques et les aliments probiotiques qui contiennent les deux sont appelés " Symbiotique"
donc celui-ci est un mélange de probiotiques et de prébiotiques qui affecte positivement 1’hote en
améliorant la survie et I’implantation d’espéces microbiennes vivantes apportées dans le tractus
gastro-intestinal (Leroy ef al., 2008; Amrouche, 2005).

Les principales actions pré-/probiotiques sont : renforcer la résistance des hotes aux
exogénes pathogénes intestinaux, lutter contre les maladies ou les composants du microbiote
intestinal qui sont impliqués dans une pathologie, réduire la putréfaction / le métabolisme
toxinogéne microbien dans l'intestin, et moduler le systtme immunitaire de 1'h6te (Crittenden et
al.. 2005).
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L.5. Les microorganismes probiotiques

Les principales souches reconnues en tant que probiotiques chez I’humain sont des
bactéries appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium; qui sont tous deux autochtones a
l'intestin humain, en plus d’Enteroccocus et de Streptoccocus (Gagnon, 2007; Crittenden ef al.,
2005). En effet, ces bactéries sont des membres de la flore de I'intestin, connues pour ne pas
présenter de risque toxique et /ou sont relativement faciles a inclure dans des produits laitiers. Une
grande variété de lactobacilles sont utilisés comme probiotiques, parmis les quels Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei et Lactobacillus rhamnosus sont les espéces les plus étudiées. Le
tableau 1 cite les espéces les plus utilisées comme probiotiques et qui sont Bifidobacterium lactis
et Bifidobacterium longum. D'autres microorganismes ne faisant pas naturellement partie de la flore
naturelle humaine peuvent également étre utilisés comme probiotiques, et lI'un des meilleurs
exemples est représenté par Saccharomyces boulardii, une levure probiotique dont les effets sont les
mieux documentés (Izquierdo, 2009).

Tableau 1 : Principales espéces utilisées comme probiotiques et exemples des souches
commercialisée (Izquierdo, 2009).
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L.6. Critéres de sélection des probiotiques

Afin de satisfaire a la définition des probiotiques, les micro-organismes doivent posséder
diverses propriétés de survie, d’activité et de persistance dans le tractus digestif qui leurs
permettront d’exercer des effets bénéfiques sur I’hdte. Ces propriétés sont propres a chaque souche
et ne peuvent pas étre extrapolées d’une souche a I’autre méme au sein d’une seule espéce
(Gagnon, 2007).

Certaines propriétés essentielles sont proposées pour la sélection de nouvelles souches
probiotiques : (i) ces bactéries doivent étre sans danger pour I’héte, ¢ 4 d qu’ils ne sont ni
pathogénes, ni toxiques, étre résistantes au passage des voies gastriques, aux enzymes
pancréatiques, aux sels biliaires et a 1’acidité, (ii) avoir de bonnes propriétés technologiques, de
sorte qu’elles puissent étre cultivées a grande échelle, (iii) avoir une durée de conservation
prolongée et en cas d’utilisation dans les produits fermentés en contribuant a I’amélioration du godt.
Enfin, (iv) étre capable d’adhérer aux muqueuses intestinales afin d’exercer leur effet
immunomodulateur, participer a I’exclusion de pathogénes ou encore, améliorer la guérison de la
muqueuse (Saad, 2010).
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Plusieurs critéres majeurs de sélection in vitro et in vivo ont été établis et retenus par
différents auteurs qui sont résumés par la Figure 1.

Identdfication taxonomique précise

. o . Tolérance & I'acidité
Origine bunene pour vhisaion chezThumain \ 0 L i &labileetauxerm;mes digestives
Souche caracténsée par des techniques Cm?res' de \ fonctionnels & & dhision sux cellules intestinales et persistance
st hghadypies 0L dan e e inestial
Historique de non pathogénicité et non-invasion i Production de substances artimicrobienmes et
de l'épithelium intestina / Selection antagonisme envers les pathogénes
Pas de transmission possible de génes” ~ / Probiotique Inmunomodultion
de résistance aux antibiotique: ’ Aptitude & produire des effets bénefiques sur la santé

Critéres technologiques

Stabilité au coues des procédés de production et dans le produst find
Conservation des propriétés probiotiques aprés production

Non modification des propriétés organoleptiques da procut fini

Figure 1 : Principaux critéres de sélection des probiotiques (Gagnon, 2007)

1.6.1 Résistance aux conditions hostiles du tractus gastro-intestinal

Le tube digestif humain, qui est le siége d’intenses activités biologiques et mécaniques,
présente des zones défavorables a la survie des bactéries lactiques, notamment la zone de I’estomac
a cause de son contenu acide: 1’acide chlorhydrique secrété par la muqueuse gastrique. Plus de 2
litres de suc gastrique est sécrété par jour dans l'estomac. Cela rend le pH du suc gastrique a environ
2,0. Les potentielles souches probiotiques devraient donc étre en mesure de tolérer un faible pH de
2. Des protocoles expérimentaux ont simulé les conditions pouvant régner dans cette zone, mais une
grande variabilité inter-protocole subsiste (Gbassi, 2010; Kalui ef al, 2010; Kailasapathy et
Chin, 2000).

La tolérance a I’acidité fait partie des fests in vitro censés fournir des informations utiles sur
les potentialités des probiotiques, par conséquent, la tolérance a I’acide est l'une des premiéres
propriétés de dépistage pour la sélection des souches probiotiques (Gbassi, 2010; Tuomola ef al,
2001). La zone de I’intestin gréle est aussi considérée comme une zone défavorable a cause de la
bile qui y est présente. Le pH intestinal contrairement a I’estomac est l1égérement alcalin (pH 7,2 a
7,5) gréce a la bile. Il s’acidifie progressivement pour se stabiliser entre 6,2 et 6,5 a la fin de I’iléon
(Kimse, 2009).

Selon, le réglement, il est essentiel de s'assurer que la déconjugaison des sels biliaires grice
ala « Bile Salt Hydrolase » (BSH, EC 3.5.1.24) dans l'intestin gréle n'est pas accrue et qu'aucun
changement ne survient dans le gros intestin. La revue des données scientifiques supporte
I’hypothése que la déconjugaison des sels biliaires par des bactéries possédant une activit¢ BSH
permet la détoxification de ceux-ci et augmente leur chance de survie dans I’intestin. L’activité
BSH d’un probiotique sera donc désirable puisqu’elle maximise ses chances de survie dans le
tractus gastro-intestinal (Gbassi, 2010; Denis ef al., 2006).

Le suc pancréatique inhibe la croissance de souches bactériennes multirésistantes et aussi
certaines bactéries probiotiques. Toutefois, des souches individuelles tolérent les milieux
supplémentés avec du suc pancréatique qui est indépendante de l'activité protéolytique (Ljungh et
Wadstrom, 2005).
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1.6.2 La capacité d’adhésion a la muqueuse intestinale

La capacité d’adhésion a la muqueuse intestinale est également une des propriétés
essentielles que les souches probiotiques doivent posséder. Il est généralement convenu que les BL
doivent adhérer au mucus intestinal ou des cellules épithéliales dans le but de persister dans
l'intestin. La capacité des BL pour adhérer aux surfaces des muqueuses empéche leur évacuation
rapide par la contraction intestinale et aprés écoulement péristaltique des digestas, donc 1’adhésion
permet d’accroitre le temps de rétention des probiotiques dans I’intestin et met en contact étroit les
bactéries et les cellules épithéliales. Ainsi, un probiotique ayant un fort pourcentage d’adhésion
pourra éventuellement stimuler le systéme immunitaire et prévenir I’'implantation de pathogénes sur
les cellules épithéliales de I’intestin par des mécanismes de compétition. Les modeles in vitro pour
évaluer 1’adhésion des probiotiques font appels a des lignées cellulaires provenant de cdlons
humains telles que les carcinomes du colon Caco-2 et les adénocarcinomes tumoraux du colon
humain HT-29. La capacité d’adhésion évaluée a ’aide de ces modeles in vitro est différente pour
chaque souche. Ceci est probablement li¢ a la physiologie et aux facteurs d’adhésion tels que les
composés protéiques, polysaccharides, charges ioniques et aux acides lipotéichoiques propres a
chaque souche bactérienne (Kotikalapudi, 2009; Gagnon, 2007).

Toutefois, d’autres propriétés sont prises en considération pour la sélection des meilleurs
candidats au role de probiotique. Parmi celles-ci on compte:

- I’aptitude de la bactérie lactique & modifier les conditions de son microenvironnement dans
le tractus (ex acidification grace a la production d’acides gras & courtes chaines... etc),

- sa capacité a entrer en compétition avec les bactéries pathogenes vis-a-vis des éléments
nutritifs et des sites d'adhésion et par conséquent a survivre et & se multiplier pendant son transit
dans le tractus

- la production de métabolites antimicrobiens qui va favoriser I’antagonisme vis-a-vis des
pathogénes et enfin,

- ’aptitude a engendrer une modulation de la réponse immunitaire de I'héte.

Du point de vue technologique, les souches probiotiques doivent posséder plusieurs qualités
telles que la facilité¢ a étre cultivée a de hautes densités cellulaires tout en conservant leurs
propriétés biologiques et leur stabilité au cours des procédés de production et d’entreposage. A ce
titre, de nouvelles technologies permettant de produire des souches probiotiques a haute viabilité et
fonctionnalité sont actuellement disponibles. Toutes ces proprié€tés prises en considération pour
sélectionner les bactéries lactiques en tant que probiotiques sont intimement liées aux mécanismes
d’action de ces derniéres (Saad, 2010; Gagnon, 2007).

1.6.3. La production de composés antimicrobiens

L’activité antimicrobienne contre les microorganismes potentiellement pathogeénes a été 1'un
des attributs recommandés pour les potentielles souches probiotiques. Les BL ont été rapportés pour
produire des composés antimicrobiens et d'exercer une forte activité antagonistique contre les
contaminants des produits alimentaires. Plusieurs substances antimicrobiennes ont été produites par
les BL qui ont des avantages considérables pour la concurrence avec les agents pathogénes et
d'autres bactéries nocives et qui comprennent des acides gras, acides organiques, le peroxyde
d'hydrogéne, le diacétyle, I’acétoine et les mieux ¢étudiés sont les «bactériocinesy». Les
bactériocines produites par BL ont été divisés en trois catégories: 1) les louantibiotiques ou
bactériocines modifiées; 2) les peptides courts thermostables et non-modifiés, 3) les protéines de
taille importante thermolabiles et 4) les bactériocines complexes. De nombreuses bactériocines,
comme la nisine, lactobrevin, acidophilin, acidoline, lactobacillin, lactocidin et lactolin, sont
produites par les lactobacilles. Les espéces de Lactobacillus spp les plus couramment connues pour
produire des bactériocines sont Lactobacillus sakei et Lactobacillus curvatus. Certains BL
produisent du peroxyde d'hydrogene (H>0O;) dans des conditions aérobies et de croissance en raison
de l'absence de catalase cellulaires, pseudocatalase, ou la peroxydase, ils le libérent dans
l'environnement pour se protéger de ses propriétés antimicrobiennes.



ANALYSE BIBILIOGRAPHIQUE CHAPITRE 1

Il est un puissant agent oxydant et est capable d'oxyder le groupe SH des protéines
membranaires de bactéries pathogénes Gram-négatives, qui lui sont particuliérement sensibles.
Lactobacillus gasseri CRL1421 et L. gasseri CRL1412 33 ont été trouvés a produire de l'acide
lactique et de HyO; in vitro, ce qui aurait réduit la viabilité des Staphylococcus aureus (Kalui et al.,
2010; Kotikalapudi, 2009; Cenatiempo ef al., 1996).

L.7. Bienfaits des probiotiques sur la santé

Les effets bénéfiques sur la santé de 1’hote, attribués aux probiotiques sont nombreux et les
plus importants sont cités dans le tableau 2, mais les preuves confirmant ces allégations sont encore
assez rares. Les premiers intéréts cliniques rapportés dans la littérature pour I’utilisation des
probiotiques ont été dans le cadre : de traitements des maladies infectieuses dont des diarrhées
d’origines virales ou bactériennes ou consécutives aux antibiothérapies, des maladies
inflammatoires chroniques du colon "MICI" telles que la colite ulcéreuse et la pouchite. Ils
concernent notamment, l'amélioration de la digestion du lactose, la diminution du taux de
cholestérol sanguin, la diminution du risque de cancer du colon, et la diminution des ulcéres
gastriques induits par Helicobacter pylori, ainsi que l'inhibition de leur croissance (Saad, 2010;
Sanders, 2007).

Tableau 2: Effets positifs des probiotiques sur la sant¢ humain (Izquierdo, 2009).

Effets des probiotiques Mécanismes d’activité proposés

Amélioration de la digestion du lactose - Action de la B-galactosidase bactérienne dans I’intestin gréle

- Diminution du passage des protéines alimentaires par diminution
Diminution des allergies alimentaires de la perméabilité intestinale
- Stimulation du systéme immunitaire

- Résistance a la colonisation par des pathogénes

Baductie i des duextices - Stimulation du syst¢me immunitaire

Traitement des maladies inflammatoires - Modulation de la flore intestinale
de I’intestin - Stimulation du syst¢me immunitaire

- Assimilation du cholestérol

Réduction du cholestérol - Déconjuguaison des sels biliaires

- Stimulation du systéme immunitaire
- Production des composés antimutagenes
- Modulation des enzymes fécales carcinogéniques
- Dégradation des carcinogénes
- Elimination des bactéries impliquées dans la production de
cancérogenes

Prévention du cancer du colon

1.7.1. Les probiotiques et I'intolérance au lactose

L'un des effets des BL qui a été le plus mis en avant et démontré chez 'Homme est celui qui
concerne l'amélioration de l'intolérance au lactose. Ce disaccharide, présent exclusivement dans le
lait et ses dérivés, est formé de glucoses reliés entre eux par une liaison B. Sa digestion nécessite
une lactase, ou B-galactosidase. L'intolérance du lactose d'une part est due au déclin de la
production de cette enzyme (intolérance primaire) et d'autre part est représenté par les maladies
dont la conséquence est une réduction de la surface de digestion —absorption intestinale. Il a été
démontré que la consommation de lait contenant des souches de Bifidobacterium longum réduit les
symptémes de la malabsorption de lactose chez des sujets humains suite 4 une élévation de la
sécrétion de la B-galactosidase (Izquierdo, 2009; Amrouche, 2005).
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1.7.2. L'activité hypocholestémiante

Plusieurs hypothéses ont €t€¢ émises pour expliquer ce fait, comme l'assimilation du
cholestérol par les bactéries ou l'hydrolyse des sels biliaires conjugués. Les acides biliaires,
synthétisés par le foie a partir du cholestérol, sont "recyclé". L'hydrolyse des sels biliaires conjugués
rend nécessaire la synthése de sels biliaires supplémentaires, ce qui conduirait & une réduction du
cholestérol (Izquierdo, 2009).

1.7.3. Prévention du risque de diarrhée

Des études randomisées controlées sur 1'Homme ont montré l'efficacité des souches
probiotiques pour prévenir ou atténuer les perturbations digestives liées a la prise d'antibiotiques
tels que celles associées a Clostridium difficile et les diarrhées nosocomiales infantiles dues a des
rotavirus ainsi que la diarrhée du voyageur (Izquierdo, 2009; Tredez, 2008).

1.7.4. Traitement des maladies inflammatoires chroniques

Selon la littérature, les processus inflammatoires impliqués dans les pathologies de I’intestin
de ’Homme, comme la maladie de Crohn, la colite ulcéreuse et la pouchite sont connues comme
des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), qui sont contrélés par les
probiotiques. Des études supplémentaires sont encore nécessaires en vue de l'application clinique
des probiotiques dans le traitement des MICI, mais les résultats positifs obtenus sont siirement trés
encourageants (Izquierdo, 2009; Amrouche, 2005).

L7.5. Prévention du cancer

L'action antitumorale des probiotiques pourrait étre due a: (i) I'inhibition des agents
cancérigénes et / ou procarcinogénes; (ii) l'inhibition de bactéries qui transforment les
procarcinogénes a des agents cancérigénes; (iii) ’activation du systéme immunitaire de 'hote; (iv)
la réduction de pH intestinal pour réduire l'activité microbienne, et (v) la modification de la
motricité colique et le temps de transit. D'un autre coté, bien qu'il n'y ait pas de preuves
expérimentales directes de la suppression des cancers par la consommation de cultures probiotiques;
il existe de nombreuses preuves indirectes basées sur des études de laboratoire, ce qui ouvre des
perspectives pour l'application des probiotiques dans la prévention de certain types de cancer et
encouragent la recherche dans ce domaine (Izquierdo, 2009; Kailasapathy et Chin, 2000).
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La Microencapsulation
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II. LA MICROENCAPSULATION

Le maintien de la viabilité et la fonctionnalité des probiotiques jusqu'a ce qu'ils atteignent
leur destination dans l'intestin humain est l'une des principales exigences. En outre, il a été
clairement démontré que les acides qui créent les conditions environnementales extrémes dans
l'estomac de I'nomme peuvent sérieusement réduire le nombre de cellules vivantes jusqu’a l'intestin.
Ainsi, la survie des probiotiques dans les produits est affectée par une série de facteurs, y compris le
pH, la production de peroxyde d'hydrogene, la toxicité de l'oxygéne et les températures de stockage
(Heidebach et al., 2009; Kailasapathy, 2002).

L’encapsulation se produit naturellement lorsque les bactéries lactiques se développent et
synthétisent des exo-polysaccharides et sont piégées a l'intérieur de leurs propres sécrétions qui
agissent comme un structure de protection ou une capsule, mais pas suffisamment pour étre capables
de les encapsuler complétement. A cet égard la microencapsulation a été tentée pour améliorer la
survie des bactéries probiotiques au cours du traitement, du stockage et en particulier au cours du
transit gastro-intestinal. La technologie de la microencapsulation de cellules bactériennes probiotiques
a évolué a partir de la technologie des cultures des cellules immobilisées utilisé dans l'industrie
biotechnologique (Babu et al., 2011; Heidebach ef al, 2009; Vidhyalakshmi et al, 2007;
Kailasapathy, 2002).

IL. 1. Définition de la microencapsulation (ME)

La microencapsulation est un outil utile pour améliorer la prestation des composés bioactifs
dans les aliments ainsi que les produits pharmaceutiques, notamment les probiotiques, les minéraux,
les vitamines et les antioxydants. La microencapsulation des cellules probiotiques est 1'une des
méthodes les plus récentes et hautement efficaces, qui requit maintenant une attention particuliére
(Meiners, 2010; Champagne et Fustier, 2007; Mortazavian ef al., 2007).

Elle a été définie comme étant l'incorporation d'ingrédients alimentaires, d’enzymes, d’huiles,
des probiotiques ou des neutraceutiques, dans de petites capsules qui peuvent libérer leur contenu a
des vitesses controlées dans des conditions particuliéres et qui protégent leur contenu de la
dégradation par des facteurs préjudiciables dans leur environnement. La ME améliore la viabilité des
BL probiotiques en les retenant dans une membrane protectrice de polymére d’hydrocolloides ou dite
matrice qui forme une bille ou plus exactement une microcapsule, et qui peut relarguer son contenu a
des taux contrdlés sous des conditions spécifiques, pour réduire le dommage causé aux cellules ou la
perte de ces derni¢res en plus de 1’augmentation de leur viabilité dans les produits alimentaires et
durant le transit GI. Le but de la microencapsulation des probiotiques est de stabiliser et maintenir la
viabilité¢ pendant le stockage, pour se protéger contre I'environnement gastro-intestinals sévere et a la
libération controlée dans le colon (figure 2) (Babu ef al, 2011; Kim et al, 2008; Petrovi¢ ef al.,
2007; Muthukumarasamy et Holley, 2006; Mandal ef al., 2006; Talkwalkar et Kailasapathy,
2004).
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Figure 2 : Principe de la microencapsulation des probiotiques (Petterson, 2004; Kailasapathy,
2002).

La plupart des microcapsules produites de maniére conventionnelle (par exemple les billes
d'alginate de calcium), ont tendance a étre trés poreuses ce qui permette une diffusion rapide et facile
de I’eau et d’autres fluides a ’intérieur et a I’extérieur de la matrice. Les billes de polyméres en forme
sphérique avec des diametres allant de 25 pm a 5 mm par I'immobilisation de la biomasse active sont
produites en utilisant des techniques d'extrusion ou les billes de différentes tailles peuvent étre
obtenues avec des diamétres allant de 0.1 & 5 mm ou d'émulsion avec la quelle de billes plus petites
peuvent étre produites en comparaison avec la technique d’extrusion, la taille de ces derniéres peut
varier entre 25 um et 2 mm (Anal et Singh, 2007; Mortazavian ef al., 2007; Petrovi¢ et al., 2007).

Les matériaux enrobant sont des polymeres d’origine naturelle ou synthétique, ou des lipides.
Les microparticules obtenues présentent deux types de morphologies comme cela est expliqué par la
figure 3 et les différents types de capsules peuvent étre :
Soit une microcapsule, c’est le type de réservoir qui a une coquille autour du matériau de base et c’est
pourquoi il peut aussi étre appelé capsule.
Soit une microsphére, ¢’est-a-dire une particule de type matriciel ot ’agent actif est dispersés dans la
matrice et peut également étre retrouvé sur la surface.
Une combinaison de ces deux types donne un troisiéme type de capsule : la matrice et I’agent actif
sont recouverts par un revétement (Burgain ef al., 2011; Kailasapathy, 2002; Richard et Benoit;
2000).

Probiotique Matrice

Coquille
(a) (b) {c)

Figure 3 : Représentation schématique des systémes d’encapsulation
(a) Type réservoir, (b) type matriciel et (c) revétement du type matriciel (Burgain ef al., 2011).
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La co-encapsulation peut étre un outil efficace pour le piégeage des deux ingrédients
prébiotiques et probiotiques dans la méme capsule pour renforcer la croissance et la multiplication
de ces bactéries par des effets symbiotiques quand ils sont libérés dans le tractus gastro-intestinal.
Cette technique peut étre modifiée pour encore augmenter le niveau de protection qu’elle offre par
exemple, elle pourrait étre étendue a la double encapsulation par le revétement des billes
coencapsulées (qui contiennent déja des probiotiques plus 1’alginate, plus le prébiotique ) avec un
autre matériau de revétement tel que les polymeéres de chitosane, alginate et carraghénane. Le
protecteur supplémentaire offre a la double encapsulation un avantage sur les deux méthodes
précédentes. Bien que les prébiotiques fournissent la source d’hydrates de carbone et I’alginate
fournit la couche pour retenir les probiotiques dans les microcapsules, les polymeéres supplémentaires
assureront que la surface des probiotiques soit entierement couverte (Akhiar, 2010; Kailasapathy,
2002).

Du fait de la grande taille des cellules probiotiques qui est typiquement entre 1 et 5 um de
diameétre, cela exclut d'emblée la nanoencapsulation. Les microcapsules ont la capacité de préserver
les probiotiques a 1'état finement dispersé et de ne les libérer que si les circonstances l'exigent et leur
contenu est libéré par une variété de mécanismes : soit rompu mécaniquement, fondu thermiquement
ou dissout chimiquement (Burgain et al., 2011; Kunz et Kriimer, 2003).

IL. 2. Les différentes matrices utilisées pour la microencapsulation :

Les biopolymeres ; protéines, polysaccharides et lipides constituent des matériaux de choix
pour I’encapsulation. Pour I’encapsulation des bactéries probiotiques viables, les supports utilisés
devrait étre doux et non toxiques que ce soit pour les cellules encapsulées ou pour la santé du
consommateur. Généralement des biopolyméres, comme I'alginate, la gomme gellane, la gomme de
xanthane, k-carraghénane et, plus récemment, les protéines du lactosérum sont utilisées comme
matériaux de matrice pour la microencapsulation (Heidebach ef al, 2009; Subirade et Maltais,
2008; Lakkis, 2007; Kailasapathy, 2002).

IL. 2. 1 L’alginate

L’alginate est I'un des polymeéres les plus utilisés pour 1'encapsulation des probiotiques, c’est
un hétéropolysaccharide linéaire composé des acides B- D- mannuronique et a-L- guluronique relié
par une liaison a 1—4, il est extrait des parois cellulaires ou des espaces intercellulaires des algues
brunes (Meiners, 2010; Soma ef al., 2009; Petrovié et al., 2007).

Les propriétés fonctionnelles de 1’alginate comme matériau de revétement sont intimement
liées avec la composition et la séquence de ces deux acides. L’acide alginique, I’acide libre a partir de
I’alginate, est le produit intermédiaire dans la fabrication commerciale des alginates et a une stabilité
limitée, afin de le rendre plus stable et plus soluble dans I’eau il est transformé en une gamme
d’alginates commerciale en intégrant différents sels: Na, K, NHy, Mg, et Ca. L'alginate est
également un additif alimentaire accepté et peut étre utilisé sans danger dans les aliments (Ariful ef
al., 2010; Chavarri et al., 2010 ; Lakkis, 2007; Petrovié ef al., 2007; Kunz et Kriimer, 2003).

L'alginate est I'agent commun le plus utilisé pour l'encapsulation des bactéries probiotiques,
qui est principalement attribué¢ a sa formation facile de capsules et la libération de bactéries
probiotiques par chélation dans un tampon phosphate ou de citrate de sodium. En plus de sa
simplicité, non toxicité, biocompatibilité, propriété muco-adhésive et le colit bas, la solubilisation des
gels d’alginate par la séquestration des ions de Ca" et la livraison des cellules prises au piége dans
I’intestin humain est un autre avantage. Les concentrations de 1’alginate de Na et du CaCl, utilisées
pour former les billes varient et sont établis entre 1 et 3% d’alginate avec 0.05~ 1,5 M Ca Cl,
(Burgain ef al., 2011; Soma ef al., 2009; Lakkis, 2007).
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IL 2. 2 La carraghénane :

La carraghénane est un polysaccharide linéaire naturel qui remplit les vides de la structure
cellulosique de la paroi des algues rouges. Il a une masse moléculaire élevée constituée de répétitions
d’unités de 3,6 anhydrogalactose (3,6 AG), a la fois sulfaté et ester-sulfaté, rejoint par une alternance
des liaisons a-1,3 et B-1,4 glycosidiques. Divers arrangements se produisent naturellement dans ses
composants et créent trois types de base de carraghénane, communément dénommé kappa (k), iota (1)
et lambda (\) formant une famille d’hydrcolloides qui ont des propriétés différentes. Les variations
de ces composants influencent la force du gel, la texture, la solubilité et les températures de fusion
(Kunz et Krimer, 2003).

Les températures élevées (de 60 a 80 °C) sont nécessaires pour dissoudre le polymeére a des
concentrations allant de 2 a 5%. Méme s’il ya des différences entre chaque type de carraghénane,
tous sont solubles a des températures élevées et sont stables au dessus du pH 4,5. La formation de gel
en utilisant ce polymére se fait par le changement de température. La suspension cellulaire est
mélangée avec la solution de ce polymeére stérilisé par la chaleur a 40-50 °C et la formation de gel
s’opere par le refroidissement a la température ambiante. Les microcapsules sont stabilisées par
I’addition des ions de K sous forme de KCl (Soma et al., 2009; Anal et Singh, 2007; Lakkis, 2007;
Mortazavian ef al., 2007).

IL. 2. 3 La gomme arabique :

La gomme arabique est un polysaccharide composé d’un arrangement trés ramifié des sucres
simples : galactose, arabinose, rhamnose des acides glucuroniques et contient également un
composant protéique (2%) lié de fagon covalente dans son arrangement moléculaire qui joue un role
crucial dans la détermination des propriétés fonctionnelles de cette gomme.

Elle est autrement appelée la gomme d’acacia qui est un hydrocolloide produit par
I’exsudation naturelle des arbres d’acacia et c’est un agent efficace d’encapsulation des probiotiques
en raison de sa solubilité dans 1’eau, sa faible viscosité des solutions concentrées par rapport a
d’autres gommes d’hydrocolloides, sa capacité d’agir en tant qu’agent émulsifiant et par rapport a la
plupart des autres polysaccharides, la gomme d’acacia est extrémement résistante aux divers
traitements physico-chimiques, en particulier dans des conditions acides (Kunz et Krimer, 2003).

IL. 2. 4 Le chitosane

Le chitosane est un bipolymére polysaccharidique, le produit N-désacétylé de la chitine qui
se trouve dans la paroi cellulaire des champignons. Il s’agit d’un biopolymeére biocompatible,
biodégradable par la microflore du colon et non-toxique pour les cellules humaines mais sa propriété
antibactérienne a limité son utilisation comme un matériau de revétement pour 1’encapsulation des
probiotiques. De ce fait le chitosane a été utilisé pour enrober les microcapsules de 1’alginate a cause
de la faible stabilité de ce dernier en présence des agents chélateurs et dans des conditions acides de
pH inférieur a 2 ainsi les systémes chitosane-alginate améliorent la stabilité¢ des billes d’alginate et
augmentent la viabilité des microorganismes probiotiques encapsulés (Chavarri ef al., 2010; Soma
et al., 2009; Anal et Singh, 2007; Kailasapathy, 2002).

IL. 2. 5 Les protéines du lactosérum et la présure

Les microcapsules des probiotiques a base d’hydrocolloides comme [’alginate ou la
carraghénane qui sont d’origine non-laitiére peu souhaitables sont incompatibles avec les produits
laitiers ceci est di1 a de la grande taille des billes qui est néfaste pour la qualité sensorielle du produit
enrichi donc pour y remédier, I’utilisation des protéines du lait comme matrice serait appropriée car
elles offrent un niveau adéquat des propriétés physico-chimiques comme agent d’encapsulation dans
les applications alimentaires et au cours du traitement, du stockage et en particulier du transit
gastrique.
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Un autre moyen de maintenir la viabilité des cellules probiotiques est I’incorporation de ces
bactéries dans la présure du fromage qui est une enzyme protéolytique complexe composée
essentiellement de la chymosine, ceci offre un exceptionnel effet de protection des bactéries
probiotiques durant le passage dans le tractus gastrointestinal (Heidebach ez al., 2009).

IL. 2.6 L’amidon

L’amidon est un polysaccharide composé¢ d’un grand nombre d’unité de glucose par des
liaisons glucosidiques. L’amidon est constitué principalement de 1’amylose rejoint par une liaison a-
1-4 glucosidiques et ’amylopectine, 1ié par une liaison a-1-4 glucosidiques et une liaison B-1-6
glycosidiques. L’amidon résistant est ’amidon qui n’est pas digéré par les enzymes pancréatiques
(amylases) dans I’intestin gréle. L’amidon résistant peut atteindre le colon ou il sera fermenté. Cette
spécificité assure une bonne caractéristique de livraison entérique qui assure une meilleure livraison
des cellules bactériennes dans le gros intestin. En outre, par sa fonctionnalité prébiotique, I’amidon
résistant peut étre utilisé par les bactéries probiotiques dans le gros intestin. Enfin, I’amidon résistant
est une surface idéale pour 1’adhésion des cellules probiotiques et ce qui peut améliorer la prestation
des probiotiques dans un état viable et d’un état métabolique actif a I’intestin.
(Burgain ef al., 2011).

II. 2.7 Autres matrices

Les gommes telles que la gellane, xanthane, I’agar, la gomme de caroube, et les
polysaccharides citant la pectine et les dérivés de cellulose comme le CAP, CMC et MCC ont aussi
été utilisé comme matrice pour 1’encapsulation des probiotiques (Soma et al., 2009; Kim et Lee,
2009; Lakkis, 2007; Anal et Singh, 2007).

En outre les matériaux de revétement ont été perfectionnés et des technologies ont été
développées pour la microencapsulaton des BL par le biais de I'utilisation des gels mixtes entre
autres : I’alginate plus la pectine plus les protéines du lactosérum ou les gels d’hydrocolloides plus
I’amidon et d’autre part I’utilisation de gels mixtes de k-carraghénane plus I’agar (Kim et Lee, 2009;
Anal et Singh, 2007).

IL 3. Les techniques de microencapsulation des probiotiques :

Le tableau 3 représente les techniques les plus couramment utilisés dans la
microencapsulation des probiotiques qui sont 1'émulsion, I'extrusion et le séchage par atomisation.
La taille des microcapsules obtenues est importante parce qu'elle influence les propriétés sensorielles
des aliments, ce dernier aspect a joué un rdle crucial dans la sélection des technologies appropriées a
la ME (Rokka et Rantamiiki, 2010; Champagne et Fustier, 2007).
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Tableau 3 : Les différentes techniques appliquées pour la microencapsulation des probiotiques
(Rokka et Rantamiiki, 2010).

Techniques Matrices Taille des capsules
2% alginate 1.62 mm
Techniques 3% x- carraghénane
D’extrusion 2% alginate + 2% amidon
2-4 % alginate 1.03-2.62 mm
2% alginate + 2% amidon 6,53
Techniques 1% gomme arabique, gomme de 30, 17 et 10um
D’émulsion gellane.
2% k-carraghénane S g
Techniques Gomme d’acacia (gomme arabique) .15 i
De séchage 10% protéines du lactosérum 5-80 K o
Par atomisation 20% lait écrémé H

Les technologies d'encapsulation des probiotiques peuvent étre divisé en deux parties :
premiérement, la microencapsulation de probiotiques dans les solutions d'encapsulation et
deuxiémement, le séchage des solutions d'encapsulation pour obtenir des poudres cellulaires
encapsulées ou granulées. Les techniques d'extrusion et d'émulsion, qui ont également été
appelés des méthodes de systéme a deux phases, sont des méthodes de base pour I'encapsulation
de micro-organismes probiotiques représentées par la figure 4 (Mortazavian ef al., 2007).

i
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Figure 4 : Représentation schématique des techniques d’encapsulation par les méthodes d’extrusion
et d’émulsion (Von Mellondorff, 2008)
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IL. 3.1 L'extrusion

Les techniques d'extrusion sont basés sur la formation de capsules hydrocolloidales;
l'alginate, la carraghénane, la gomme de caroube, la gomme xanthane plus la gomme gellane,
I’alginate plus ’amidon de mais, et les protéines de lactosérum ont été utilisées comme matériaux
pour la microencapsulation des lactobacilles et des bifidobactéries par cette méthode (Rokka et
Rantamiiki, 2010; Petrovi¢ et al., 2007).

La microencapsulation par extrusion implique le passage d’une solution d'hydrocolloide
visqueuse inoculée avec la suspension de bactéries a travers l'aiguille d'une seringue, des gouttelettes
se forment en contact avec une solution de durcissement composé de cations polyvalents
(généralement sous forme de chlorure de calcium). La taille et la forme des capsules est influencée
par plusieurs facteurs tels que le type d'alginate, sa concentration et par conséquent, la viscosité de la
solution d'alginate, la distance de chute libre et le diametre de l'orifice de I’extrudeur (aiguille)
(Mortazavian et al., 2007).

IL. 3.2 L'émulsion :

La technique d'émulsion a été appliquée avec succes pour la microencapsulation des bactéries
lactiques, son principe est basé sur la relation entre les phases continues et celles discontinues. Un
petit volume de la suspension cellules-polymeére (la phase discontinue) est ajoutée a un volume élevé
d'huile et alors homogénéisée pour former une émulsion de 1'eau dans I'huile. Une fois que I'émulsion
formée, le polymére soluble dans I'eau doit étre insolubilisé pour former les billes dans la phase
huileuse, 1'émulsion est alors rompue par 1'ajout de CaCl, ou KCl et les microcapsules formées sont
collectées par centrifugation. Il a été rapporté que la concentration et la viscosité du mélange
d'encapsulation avant la gélification et sa vitesse d'agitation ainsi que le type d'émulsifiant utilisée
sont les principaux paramétres qui controlent le diamétre des microbilles formées (Rokka et
Rantamiiki, 2010; Mortazavian et al., 2007; Lakkis, 2007).

Pour l'encapsulation des probiotiques par émulsion, une matrice, une huile végétale, un
émulsifiant et un surfactant sont nécessaires : l'huile végétale comme l'huile de soja, I'huile de
tournesol ou I'huile de mais, pour I'émulsifiant le tween 80 peut rompre les émulsions, un surfactant
comme le lauryle sulfate de Na (SLS) est utilisé pour diminuer la tension de surface de la matrice de
revétement a fin de réduire la taille des billes (Petrovi¢ ef al., 2007; Lakkis, 2007).

IL. 3.3 Le séchage :

Le séchage des probiotiques afin de produire des poudres cellulaires / granulées peut étre
réalisé par différentes méthodes, les plus importantes sont le séchage par atomisation et la
lyophilisation. Dans la premiére méthode les capsules sont obtenues sous forme de poudre séche,
cette technologie est économique et efficace mais peu appliquée en raison de la forte mortalité des
cultures lactiques probiotiques résultant de la déshydratation et l'inactivation thermique simultanées
ainsi la lyophilisation qui se base sur des températures basses cause des pertes minimes de cellules
par apport aux autres techniques (Rokka et Rantamiéiki, 2010; Mortazavian ef al., 2007; Anal et
Singh, 2007).

IL. 4. Effet de divers matrices d'encapsulation sur la viabilité des probiotiques

Plusieurs effets de 1'encapsulation sur la survie des bactéries probiotiques sous les conditions
gastro-intestinales ont ¢ét¢ démontrés. Le taux de survie des cellules encapsulées est fortement
dépendant du type et de la concentration de la matrice utilisée, la taille des billes, le nombre de
cellules initiales et de la souche bactérienne. La majorité des études ont prouvé l'efficacité des
probiotiques encapsulées part rapport aux cellules libres sous les conditions gastro-intestinales
simulées in vitro. Différent matériaux de revétement comme l'alginate de sodium, la gomme de
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gellane/xanthane, la gomme arabique et les protéines de lactosérum montrent une bonne protection
des probiotiques encapsulés sous les conditions gastro-intestinales (Lakkis, 2007).

L'efficacité de la microencapsulation est concernée par l'entretien de la viabilité des
probiotiques contre les facteurs de stress néfastes tels que 'acidité qui peut étre mesurée par le test de
la cinétique de la perte de cellules dans les produits et / ou les conditions simulées du corps humain
parce que les conditions dans les produits fermentés comme le yaourt ne sont généralement pas
stables en raison de l'activité métabolique des ferments lactiques pendant la durée de stockage
(Mortazavian ef al., 2007).

IL. 5. Facteurs influgants sur Pefficacité de la microencapsulation des probiotiques

Différents paramétre peuvent étre pris en considération pour I’évaluation de ’efficacité du
procédé d’encapsulation des probiotiques tels que la viabilit¢ qui fait face a des conditions
environnementales néfastes, la libération de cellules / la capacité de récupération et le temps de
durcissement (temps nécessaire pour la formation des capsules). Différents facteurs sont mentionnés
ci-dessous (Mortazavian ef al., 2007) :

e L’enrobage des capsules: le revétement des capsules est un moyen efficace pour
améliorer leurs caractéristiques physico-chimiques et leur résistance mécanique. Par exemple,
I’enrobage des capsules d’alginate les rend plus résistantes aux agents de chélation des ions de
calcium.

e Concentration des solutions productrices des capsules et le diamétre des billes : La
concentration de la matrice d’encapsulation et le diametre final des billes sont des facteurs
importants dans I’efficacité de 1’encapsulation. En parall¢le avec 1’augmentation de diameétre des
capsules, I’effet protecteur contre les facteurs environnementaux hostiles augmente dans les
produits et le corps humain, plus spécifiquement contre les conditions gastrointestinales et la
digestion par les enzymes pancréatiques.

e Effet des bactéries sur les capsules : Il y a un rapport entre la digestion de I’amidon des
capsules et les bactéries par conséquent, avant la sélection d’un matériau pour I’encapsulation, la
capacité de la digestion de I’amidon par ces bactéries doit étre prise en considération.

e Modification des matériaux d’encapsulation : La modification des matériaux
d’encapsulation est réalisée pour améliorer I’efficacité de 1’encapsulation. La modification
structurelle des matériaux pourrait étre directe par des changements structurels et/ou I’ajout
d’additifs spéciaux. L’addition du glycérol comme agent cryoprotecteur donne aux billes la
capacité de protection contre la cristallisation par la glace qui se fixe aux molécules d’eau libre.

e La concentration initiale des cellules microbiennes : Il est important de signaler que la
concentration de cellules microbiennes dans la solution d’encapsulation augmente
quantitativement l'efficacité de I’encapsulation.

e Condition de traitement : Une attention spéciale doit étre faite sur les facteurs de
transformation au cours du procédé de la microencapsulation tels que le gel (gel cryogénique ou
lyophilisation), le séchage par atomisation, micronisation et les conditions de stockage. En outre,
les facteurs du processus peuvent influencer les paramétres importants tels que le diameétre des
billes.

I1. 6. Avantage de la microencapsulation des probiotiques
Sur le plan industriel, la ME est mise en ceuvre pour remplir les objectifs suivants (Richard
et Benoit, 2000) :
e Assurer la protection, la compatibilité et la stabilité des probiotiques dans une formulation
e Réaliser une mise en forme active pour obtenir, adapter et améliorer la présentation d’un
produit
e Masquer un gout ou une odeur
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e Modifier et maitriser le profil de la libération des probiotiques pour obtenir un effet prolongé
ou controlé.

I1. 7. Domaines d’application des probiotiques encapsulés

Les probiotiques sont un lien entre un régime en aliment fonctionnels et la santé. A la suite de
plusieurs enquétes dans le domaine des probiotiques, son concept a €té €largi pour inclure des
bactéries d’origine intestinale a coté des cellules bactériennes isolées de produits laitiers fermentés.
On croit maintenant que les aliments traditionnels fermentés sont la source inexploitée pour une
grande variété de microorganismes probiotiques bénéfiques (Mahasneh et Abbas, 2010).

La recherche scientifique concernant [’utilisation de cellules bactériennes vivantes
encapsulées a des fins thérapeutiques est en croissance rapide au cours des derniéres années et a
suscité un intérét considérable pour les scientifiques et les professionnels de la santé. En raison de
leurs effets bénéfiques considérables sur la santé, ces micro-organismes sont de plus en plus intégrés
dans des produits laitiers fermentés (Ariful ef al., 2010).

I1.7.1 Les probiotiques encapsulés dans les produits alimentaires

Les aliments fonctionnels sont des produits qui ont été enrichis avec les nutriments ajoutés ou
d’autres substances qui sont considérées comme offrant des avantages pour la santé au —dela de leur
valeur nutritionnelle. Ce terme couvre une large gamme de produits : des exemples typiques sont les
probiotiques et les prébiotiques qui sont des leaders dans les ventes dans la catégorie des aliments
fonctionnels (Cruz ef al., 2010). Le tableau 4 présente quelques produits alimentaires contenants les
cellules probiotiques encapsulées qui ont ét¢ introduits dans le marché ces derniéres années :

Tableau 4 : Exemples de I’utilisation des probiotiques encapsulées pour les applications industrielles

(Burgain ef al., 2011).
Produit alimentaire société observations Site web
Chocolat probiotique | Institut Rosell & LalFood | Assure I’équilibre de la www.LalFood.com
microflore intestinale
Probio’stick Produit en poure qui contient des
souches de Bifidibacteria et
Lactobacillus poue réduire les
symptomes li€s au stress
yaourt Blachlem Encapsulates & | La livraison des probiotiques www.balchlem.com
Institut Rosell est a 100%
Tablettes Bio-tract ® | Nutraceutix Protége les cellules probiotiques | www.nutraceutix.net
vivantes des conditions acides de
I’estomac
Capsules probio-Tec ¥ Chr Hansen Additiff alimentaire www.chr-hansen.com
Jus d’orange «Dawn» | Chr Hansen & Kerry Group | Le premier jus d’orange
probiotique iralandais
Creéme glacée Chr Hansen & Dos Pinos Yaourt glacé avec plusieurs
probiotique bienfaits pour la santé
Doctor-Capsule Bingrae Co.Kyunggi-do Yaourt coréen contenant les www.ghthealth.com
(yaourt) BL tel que Bifidobacteria
Attune (chocolat) DMS Food Specialities Contient les probiotiques plus www.attunefoods.com
’inuline comme prébiotique
Geneflora™ BioPlus Corporation Produit symbiotique contenant le | www.yeastbuster.com
probiotique Lb. Sporogenes et le
fructo-oligosaccharide comme
prébiotique
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I1.7.1.1 Les produits laitiers

Les probiotiques ont souvent une faible viabilité dans les produits laitiers en raison de la forte
concentration de I’acide lactique et I’acide acétique, un pH bas, et la présence de peroxyde
d’hydrogeéne et d’oxygene (Rokka et Rantamiiki, 2010).

e Fromages

De nombreuse études ont rapporté I’utilisation des probiotiques encapsulés et en particulier
dans le fromage Cheddar. En raison d’un pH relativement élevé (pH 5.5), le fromage Cheddar
présente les avantages d’étre un bon porteur de micro-organismes probiotiques. De plus, sa bonne
capacité tampon et son contenu relativement riche en matiéres grasses peuvent offrir une protection
aux bactéries probiotiques contre la dégradation enzymatique et I’environnement acide de 1’appareil
digestif. L’ajout des cellules immobilisées dans le fromage n’a pas été uniforme, mais leur survie n’a
pas été affectée. En effet, les cellules restent viables jusqu’a 24 semaines et n’a pas d’incidence sur la
saveur, |’intensité, la texture et I’aspect du fromage. Deux souches de probiotiques (Lb. acidophilus
et B. bifidum) ont été incorporées dans le fromage Kasar en utilisant les technologies d’extrusion ou
d’émulsion, aucune différence n’a ét¢ notée entre les deux techniques lorsque ’on considére le
nombre de bactéries viables et sur les propriétées de protéolyse et organoleptique du produit final.
Dans une autre recherche on conclu que la ME peut étre un bon moyen pour améliorer la viabilité des
probiotiques dans le fromage de type Kasar (Burgain ef al., 2011).

e Yaourt

L'incorporation des cellules vivantes probiotiques dans le yaourt améliore sa valeur
thérapeutique. Cependant, il y a un faible niveau de la viabilité des probiotiques dans le yaourt, a
cause du pH faible « 4,2 a 4,6 ». La viabilité de bifidobactéries sensibles aux acides dans le yaourt
peut étre augmentée par la microencapsulation, mais son effet dépend de la souche. Des études ont
indiqué que dans le yaourt un nombre élevé des bifidobactéries encapsulées dans la carraghénane,
gellane-xanthane, ou de ’alginate et ’amidon résistant, et certaines des cellules encapsulées dans les
protéines de lactosérum restent viables, alors que le nombre de bactéries libres diminue
significativement. L’alginate a prouvé qu’il offre une meilleure protection des bactéries probiotiques
dans le yaourt par rapport aux protéines du lactosérum (Rokka et Rantamiiki, 2010; Lakkis, 2007).

La ME des probiotiques pour l'addition dans les yaourts semble empécher les pertes des
souches sensibles a l'oxygeéne en plus de la protection des cellules contre I'environnement acide.
Cependant, les consommateurs n’approuve pas la texture granuleuse dans ces produits qui est un
probléme majeur pour I’acceptation de ces derniers (Burgain ef al, 2011; Talwalkar et
Kailasapathy, 2004).

e Desserts laitiers congelés

Il n'est pas facile d'intégrer des micro-organismes probiotiques dans les desserts surgelés a
cause de l'acidité élevée dans le produit, la pression osmotique élevée, des dommages par gel et
I'exposition a l'air incorporés au cours de congélation. L'introduction des bactéries probiotiques
sous une forme encapsulée dans des desserts congelés peut surmonter ces difficultés et pourrait
produire des marchés intéressant et des bienfaits pour la santé. L’encapsulation des lactobacilles dans
I’alginate-Ca prévoit un taux de survie plus élevé (40%) par rapport aux cellules libres, lors de la
congélation de la créme glacée (Burgain ef al., 2011).

11.7.1.2 Les produits non laitiers
La plupart des produits contenant des cellules probiotiques sont les produits laitiers et il est
nécessaire de développer d’autres transporteurs alimentaires pour les probiotiques en raison de
’intolérance au lactose dans certaines populations. Des efforts ont été faits pour identifier de
nouveaux porteurs alimentaires. Lorsque les probiotiques sont ajoutés aux produits non-laitiers, les
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facteurs comme I’activité de I’eau, la tension d’oxygene et la température deviennent important pour
leur stabilit¢ d’ou I’utilisation des probiotiques encapsulés dans ces produits. Par exemple, une
mayonnaise de bonne qualité a été obtenue avec I’incorporation des bifidobactéries encapsulé par
I’alginate de calcium qui offre une protection pour ces probiotiques contre les effets bactéricides de
vinaigre. D’autres avantages peuvent étre proposés lors de I’utilisation des cellules probiotiques
encapsulées telles que I’inhibition de la croissance des levures plus de 10 semaines (probablement a
cause de ’effet antibactérien des probiotiques) et ’amélioration de la qualité sensorielles de la
mayonnaise. Dans les jus de fruits et légumes tels que le jus de pomme et des tomates, il a été
démontré que des probiotiques microencapsulés améliorent la qualité sensorielle et résistent
d’avantage au pH acide méme pendant plusieurs semaines de stockage.

Plusieurs études ont démontrées que 1’utilisation des probiotiques ME dans le chocolat donne
un taux de survie trois fois plus élevé dans I’intestin gréle que lorsqu’il sont incorporés dans les
produits laitiers, mais le défi majeur est I’obtention d’un processus qui est compatible avec la survie
des probiotiques a cause des températures élevées exigées dans le processus industriel qui a été
surmonté par I’encapsulation avec les protéines de lactosérum et la fraction lipidique du cacao qui
offrent une protection contre les conditions défavorables (Burgain ef al, 2011; Rokka et
Rantamiiki, 2010).

I1.7.2 Les probiotiques encapsulés dans les produits pharmaceutiques

La microencapsulation de cellules bactériennes vivantes a recu !’intérét des recherches
actuelles en raison de sa croissance et de son potentiel promoteur dans des applications contre de
nombreuses maladies. Actuellement, il existe approximativement 100 types d’organismes
probiotiques produits par le marché chinois par exemple, en majorité commercialis¢ comme
ingrédients d’aliments fonctionnels. Des essais cliniques ont été effectuées pour environ 10% des
produits probiotiques, et des derniers ont été approuvé par les autorités chinoises de réglementation
pour étre commercialiser en tant que produits pharmaceutiques, parmi les plus importants sont
présentés dans le tableau S (Bhadoria et Mahapatra, 2011; Ariful ef al, 2010).

Tableau 5 : Les souches probiotiques commercialisées comme produits pharmaceutiques en
chine (Bhadoria et Mahapatra, 2011).

Si. No. Batérie probiotique Société
1 Bifidobacteriiim adolescentis Lichu Drug House
F ; Bifidobacteritun longum, Shanghai Sinyi Drug Pte. Lid.
Lactobacillus acidophilus
3 Enterococcus faecalls Shansi Haishi Drug Pte. Ltd.
4 Bifidobacteriam longum, Mongolian Shuanchi Drug Co. Ltd.
L. detbruecks subsp. lactis;
Streptococcus thermophiius
5 Baciilus cereus Dalian Medical University Tayue
Drug Co
Chendu Bioproduct Institute
Anyang Yuanshou Biodrug Pte.
Ltd.
6 Bacillus hchenifornus Shenyang First Drug House
Y { Bifidobacterium bifidum: Jilin Weite Group
L. acidophilus:
Enterococcus faecalis Bacillus cereus
8 Clostrndium tyrobutyricum Chongging Taipin Drug Co. Ltd
9 Bifidobacteritimn wfantis: Shantong Kesing Biodrug Pte Ltd
Clostnidium tyrobutyricum
10. Baciifus subtilis;, Enterococcus faecalis Beijing Hanbei Drug Co.
11 L. debrueckii Dalian Medical University
subsp. defbroeckii
12. L. acidophilus: Enterococcts Jianshu Taizhou Drug House
13 Bacilfus subtilis Harbin
14. L. plantarum Shanghai Jiaotong University
15. Bifidobacteriuun. Lactobacilius. Shantong Jinan Sanzhu Co
Enterococcus faecalis
16. L. acidophilus Harbin Taige Co.
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MATERIEL ET METHODES

Notre travail a été réalisé au Laboratoire de Microbiologie de 1'Université de Jijel
I. Matériel
I . 1. Matériel biologique : Bactéries probiotiques

Deux souches de bactéries probiotiques ont été utilisées a savoir : Lactobacillus
plantarum isolée du jabot de poulet de chair de souche ISA15 et Lactobacillus curvatus B 431
isolé du beurre traditionnel.

L. 2. Produits et réactifs :

Milieu MRS (deMan, Rogosa et Sharpe) bouillon et gélose préparés au laboratoire.
L'alginate de sodium de grade alimentaire (Louis Frangois)

HCI IN

Eau physiologique

Sels biliaires (Institut PASTEUR D'ALGER)

NaOH IN

Eau distillée

Amidon modifié (le phosphate de diamidon hydroxypropylé E1442) (Danone)
k-carraghénnane (Sigma)

Agar-agar (Institut PASTEUR D’ALGER)

Trypsine (Institut PASTEUR D’ALGER)

Pancréatine (Swiss Herbal Remedies )

Chlorure de calcium (CaCl,) 0.05, 01 et 0.5M

Tampon phosphate 1M, pH= "7

Tampon citrate de sodium 2%, pH= 6

Tampon urée pH=7

Tampon PBS pH=7.5

Antibiotiques : Sulforamide (Oxoid), Cefotaxime (Bio-Rad), Tetracycline (Bio-Rad),
Amoxicilin (biodiscs), Streptomycine (Bio-Rad), PenicilinG (Oxoid),

Xyléne

Cristal Violet

I. 3. Appareillage

pH metre (Hanna)

Bain marie-agitateur (Falc)

Etuve (Memmert)

Four pasteur (Controls)

Seringues (2.5 ml)

Spectrophotométre (UV Shimandzu)
Centrifugeuse (Hettich)

Vortex (Minishaker IKA).

Plaque chauffante agitatrice (Bunsen)
Barreau magnétique mc 8 (Bensen)
Balance (Denver)

Filtres (Wathman)

Compteur de colonies (Funke Gerber)
Réfrigérateur (Condor Hisense)

Bain marie (Gerhardt Bonn)

Balance analytique (Kern ALS 220.4N)
Microscope optique de précision (Paralux)
Autoclave (Slli AVX electronic)
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I1. Méthodes
I1.1.Revification des souches bactériennes

La pureté des souches de Lb.plantarum et Lb.curvatus a été vérifiée sur gélose MRS a
partir d’un bouillon MRS. Les boites de pétri contenant la gélose MRS préalablement coulée et
séchée sont ensemencées par étalement de quelques gouttes de chaque souche, I'incubation est
faite a 37°C pendant 24h, la souche est dite pure si on obtient des colonies homogénes de méme
forme, méme taille et méme couleur.

I1.2. Préparation des souches probiotiges pour I’encapsulation

Les souches lactiques; Lb. plantarum et Lb. curvatus ont été cultivées dans le bouillon
MRS a 37°C pendant 20h puis les cellules sont recueillies par centrifugation (4000 g pendant 3
minutes). Le culot contenant les cellules bactériennes a été lavé une fois avec de l'eau
physiologique et suspendu dans 5 ml d'eau physiologique.

I1.3. Encapsulation des souches probiotiques avec différentes matrices
I1.3.1. Encapsulation des souches probiotiques dans un gel d'alginate de sodium a 2%

5 ml de la suspension bactérienne ont été mélangés avec 45 ml d'une solution d'alginate
de sodium a 2% préalablement autoclavée, et homogénéisés aseptiquement avec un barreau
magnétique. Le mélange ainsi obtenu a été introduit dans une seringue stérile. La gélification est
faite comme suit : la suspension a été coulée en goutte a goutte dans la solution de coagulation
CaCl; (0.05 M) préalablement autoclavée et refroidie, les billes formées étaient ensuite laissées
une heure sous une agitation douce afin de compléter I'échange ionique Na""-Ca™. Toutes les
opérations étaient réalisées aseptiquement. Les billes étaient alors lavées deux fois avec I'eau
distillée stérile afin d'éliminer l'excés de calcium (Boyaval ef al., 1985). Les billes d'alginate de
sodium ont été maintenues dans du sérum physiologique dans un réfrigérateur a 4°C jusqu'a
usage ultérieur.

11.3.2 Encapsulation dans I’alginate 2% - amidon 0.5%

L’encapsulation a été réalisée selon la méthode de Boyaval ef al. (1985) avec quelques
modifications, en préparant la solution d’alginate de sodium 2% avec 0.5% d’amidon modifié
(le phosphate de diamidon hydroxypropylé E 1442) et en suivant les mémes étapes de I’extrusion
avec I’alginate de sodium déja décrites dans la section IL3.1.

11.3.3 Encapsulation dans I’alginate 2% - agar 2%

La méthode de Morgan et al. (1999) avec quelques modifications a été appliqués en
réalisant les étapes suivantes :
Préparation d’une solution d’alginate 2% avec I’agar 2% autoclavée et refroidie a 40°C.
Les cellules de chaque souche ont été suspendues dans 4 ml d’eau physiologique et ont été
ajoutées goutte a goutte & 3.6 ml de la solution d’agar-alginate a 40°C avec une agitation
vigoureuse, 40 ml du mélange obtenue ont ét¢ maintenus a 40°C et ont été extrudés a travers
I’aiguille d’une seringue. Les gouttelettes sont collectées dans une solution de CaCl, a 0.1M
avec une agitation pendant 30 min pour le durcissement des billes. Les billes ont été conservées a
4°C dans I’eau physiologique jusqu'a usage ultérieur.

Pour estimer le nombre de cellules piégées dans une capsule les billes ont été lysées dans
4 ml de tampon citrate de sodium a 2% pendant 5 minutes, Iml de cette solution a été dilué
convenablement pour ’ensemencement sur la gélose MRS puis I’incubation a 37°C pendant 48h.
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11.3.4 Immobilisation des souches dans la k-caraghénnane a 2%

L’immobilisation des souches avec la k-caraghénnane a 2% a été effectuée selon Wijffels
(2000). Une solution de x-caraghénnane a 2% a ¢été préparée puis autoclavée a 120°C pendant
10 min. D’une part cette solution est retenue & 40°C en son état liquide, d’autre part, une
suspension de chaque souche a été préparée dans I’eau physiologique, ainsi 2 ml de la
suspension bactérienne ont ét¢ mélangés avec 20 ml de la solution de x-caraghénnane et
homogénéisés en utilisant une plaque chauffante agitatrice et un barreau magnétique, cette
mixture sera déversée dans une boite de pétri et laissée refroidire jusqu'a gélification thermique
totale pendant 30 min, puis des cylindres ont été¢ découpés a 1’aide d’une seringue stérile. Les
billes immobilisées sont conservées dans 1’eau physiologique a 4°C.

I1.4. La cinétique de relargage des souches dans le pH acide (pH2)

Les densités cellulaires pour la détermination des taux de relargage des cellules libérées
dans le bouillon MRS acidifié ont été suivies en mesurant la densité optique de la culture a 660
nm (UV- visible spectrophotométre.u-v 160, Shimadzu), selon la méthode modifiée de
Klinkenberg ef al. (2001). 15 billes de différentes matrices (billes d’alginate conservées durant
un mois, billes d’alginate nouvellement préparées, alginate-amidon, alginate-agar et «-
caraghénnane) ont été suspendues dans le bouillon MRS acidifié¢ avec du HCI 5M puis incubées
a 37°C. Des aliquots ont été prélevés a des intervalles d’une heure pendant 3 heures, cette
opération est effectuée pour chaque matrice individuellement puis leurs densités optiques a
660nm ont été mesurées avec 1’utilisation du bouillon MRS acidifié comme étalon pour suivre
I’évolution des taux de ralargage des deux souches séparément.

ILS5. La cinétique de relargage dans le bouillon additionné de 0.3% de sels biliaires

L’étude de I’effet des sels biliaires sur le relargage des différentes matrices a été réalisée
comme suit : les mémes étapes précédemment décrites dans la section I1.4 a deux détails prés :
les billes sont incubées dans du bouillon MRS additionné de sels biliaires & 0.37 (pH 5.8), les
prélévements sont effectués a (Oh, 3h, 5h et 7h).

11.6. Evaluation des aptitudes probiotiques des bactéries lactiques in vitro
I1.6.1. Tolérance aux acides

La tolérance des souches encapsulées et libres a l'acidité a été réalisée selon la méthode
de Ding et Shah (2009). Le pH du bouillon MRS a été ajusté a 2 p du HC1 5M. Environ
12.10'° UFC/ml pour les cellules de Lb. curvatus encapsulées et 7.10'° UFC/ml pour les cellules
libres, tandis que 11.10"! UFC/ml pour les cellules encapsulées de Lb. plantarum et 14.10"
UFC/ml pour les cellules libres ont été incubées dans le bouillon MRS acidifi€¢ a 37°C pendant
2h. 1 ml de la culture libre et un nombre approprié de billes a été recueilli chaque heure (Oh, 1h,
2h) puis les cellules encapsulées ont été libérées a partir des microcapsules par la séquestration
des ions de calcium dans 2 ml de tampon phosphate 1M a pH7. Des séries décimales de dilution
sont réalisées afin d'effectuer un dénombrement des cellules viables sur gélose MRS, les cultures
ont été ensemencées en double puis incubées a 37°C pendant 48h. Ainsi le taux de survie a été
estimé par la comparaison entre le nombre initiale des cellules viable et celles dénombrées a 1h
et 2h.

I1.6.2. Tolérance aux sels biliaires

La tolérance des souches a la bile a été réalisée selon la méthode de Ding et Shah (2009).
Le bouillon MRS contenant 0.3 7. de sels biliaires 4 pH 5.8, est inoculé par 8x10'° UFC/ml de Lb.
plantarum a I’état libre et 11x10'° UFC/ml a I’état encapsulé, 4x10'° UFC/ml de Lb. curvatus a
I’état libre et 7x10'° UFC/ml a I’état encapsulé. L’incubation est réalisée a 37°C pendant 8h, des
échantillons sont recueillis a Oh, 4h et 8h et des séries de dilutions décimales, on été réalisées.

Pour le dénombrement des cellules viables. Un échantillon de 1ml de chaque dilution est
encemencé anr 1a oédlace MRS ef incthé a2 37°C nendant 48h. )
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Pour le dénombrement des cellules encapsulées, les bactéries sont libérées des capsules
par séquestration des ions de calcium par le tampon phosphate comme cité précédemment
(section I1.4.3.1). La tolérance a la bile de chaque souche est déterminée par la comparaison du
nombre d’UFC aprés 8h avec le nombre initial a Oh.

I1.6.3. Tolérance aux enzymes pancréatiques par la simulation des conditions intestinales

La simulation du fluide intestinale (SIF) a été réalisée selon la méthode de Worahan et
al (2010). Ce fluide a été préparé avec 9 g/l de NaCl, 10 g/l de pancréatine, 10 g/l de trypsine et
3 g/l de sels biliaires, le pH a été ajusté a 6.5 avec du NaOH. 1 ml des cellules libres et un
nombre approprié de capsules a été incubé a 37°C dans cette solution pendant 3h. Trois
échantillons pour les cellules libres et encapsulées ont été prélevés aux temps Oh, 1.5h et 3h. La
libération des cellules, les dilutions appropriées, I’incubation des cultures et le calcul du taux de
survie ont été réalisés comme déja décrit dans la section 11.4.3.1.

I1.7. Evaluation des aptitudes tehnologiques des bactéries lactiques in vitro
I1.7.1. Tolérance a différentes températures

La tolérance de Lb. plantarum et Lb. curvatus a différentes températures a été évaluée
selon la méthode Mandal et al. (2006). Les souches libres et encapsulées ont été testées a une
large étendue de température (25°C, 40°C, 50°C et 60°C) avec 40°C pour le contrdle, 1ml de la
culture libre a été suspendue dans 10 ml d’eau distillées stérile a pH ajusté a 6.4, ainsi que pour
les cellules encapsulées, les échantillons ont été incubés a différentes températures pendant 20
minutes. La libération des cellules, les dilutions appropriées, 1’incubation des cultures et le
calcule du taux de survie ont été réalisés comme déja décrit dans la section 11.4.3.1.

I1.7.2. Résistance a la conservation au froid

La viabilité¢ de Lb. plantarum et Lb. curvatus sous réfrigération a été évaluée selon la
méthode modifiée de Brinques ef al. (2011) en conservant 5 ml de la suspension cellulaire libre
et encapsulées dans I’alginate dans 25 ml d’eau physiologique stérile. Les cellules dans les deux
états sont conservées au réfrigérateur a 4+1°C. Des aliquots de 1 ml ont été pris chaque semaine
pendant 15 jours afin de déterminer le nombre total des cellules viables. Les billes ont été
dissoutes dans la solution tampon appropri€e. Des dilutions appropriées ont été ensemencés sur
gélose MRS et incubées a 37°C pendant 48h, les colonies ont été dénombrées pour mesurer le
taux de survie.

IL.8. Tests complémentaires pour la confirmation des aptittudes probiotiques
I1.8.1.Test d’adhésion aux cellules épithéliales

Pour étudier I’adhésion des deux souches Lb. plantarum et Lb. curvatus sur les cellules

épithéliales du poulet (souche locale), la méthode de Lin ef al. (2007) a été appliquée
Cette technique comporte trois étapes principales :
En premier lieu, nous avons préparé une suspension de cellules épithéliales en séparant les
cellules d’une portion de I’iléon et du colon ensuite, les fragments sont lavés par la solution PBS
et soumis a une réfrigération a 4°C pendant 30 min, la préparation est soumise a 10 lavages par
le PBS, suivis d’un repos pendant 3h a 4h. La solution ainsi obtenue subit des dilutions
décimales V/9V jusqu'a (10™*) puis un examen au microscope optique x100.

Deuxiémement, la préparation des cellules bactériennes agées d’une nuit apreés culture sur
bouillon MRS et centrifugation a 6000 tours/min, le culot a été suspendu par I’ajout de 2 ml de
PBS, des dilutions décimales V/9V jusqu'a (10”®) ont été préparées. A partir de cette derniére, on
a réalisé une coloration simple avec du violet de gentiane puis observé au microscope optique
x100 pour confirmer que le nombre est approximativement > 10® cellules/ ml.
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Troisiémement, 1ml de la suspension cellulaire des souches est ensemencé sur PBS est
mélangé avec 1ml de la suspension des cellules épithéliales, I’incubation est faite a 37°C pendant
45min avec une agitation douce chaque 10 min, puis une goutte de ce mélange est colorée avec
du cristal violet 0.5 7 pendant 5 min, une observation microscopique x 100 (au moins 15 cellules
de BL/cellule épithéliale) a été réalisée.

IL.8.2. Test d’hydrophobicité

L’hydrophobicité a été déterminée selon la méthode décrit par Iyer ef al. (2009). Le culot
bactérien des cultures jeunes des deux souches a été récupéré par centrifugation a 12.000g
pendant 5 min a 5°C, les culots sont lavés deux fois puis resuspendus dans 1.2 ml de tampon
urée - sulfate de magnésium son pH = 6.5, I’absorbance initiale & 450 nm (DOjgitia) des
suspensions bactériennes a été ajustée a 1 approximativement. 0.6 ml de xyléne a été additionné
doucement & 3 ml de la suspension bactérienne, les suspensions sont incubées & 37°C pendant 10
min suivie d’une agitation par vortex pendant 2 min, aprés 15 min la phase aqueuse est aspirée
par une pipette Pasteur et I’absorbance finale est estimée dans la méme longueur d’onde, la
diminution de I’absorbance a été prise comme mesure de I’hydrophobicité de la surface
cellulaire, le pourcentage de I’ hydrophobicité est calculé a partir de 1’équation suivante :

Hydrophobicité l= (DOhnitiat — DOfina) / DOgipar. x 100

I11.8.3. Etude de la sensibilité des bactéries probiotiques aux antibiotiques

Pour réaliser ce test, la méthode de I’antibiogramme en milieu solide a été appliquée
selon Joffin et Leyral (2006), I’inoculum de la souche Lb. plantarum est standardisé a une DO
a 660nm = 0.08 alors que la souche Lb. curvatus a une DO=0.1 puis ensemencé par
écouvillonnage sur gélose MRS déja coulée et solidifiée, dans chaque boite, on a déposé trois
disques : nous avons utilisé les antibiotiques suivants : Sulfonamide, Céfotaxime, Tetracycline,
Amoxicilline, Streptomycine, Peniciline G, les zones d’inhibition sont mesurées aprés incubation
a37°C.

————————————————
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III. RESULTATS ET DISCUSSION

II1.1. Aspect et taille des différentes billes

Les deux bactéries probiotiques Lb. plantarum et Lb. curvatus ont été encapsulées par
différentes matrices notamment [alginate, l’alginate-amidon, I’alginate-agar et la «-
carraghénane. Différentes formes et tailles sont obtenues et qui sont résumées dans les tableaux
6et7:

Tableau 6: Caractéristiques des billes de Lb. plantarum

Caractéris- | Taille Aspect Poids Nombre de Nombre de
tiques | (mm de (® cellules/ billes/ml de
Matrices diamétre) bille gel
ALG s Sphérique 0.0123 16x10"° 70
ALG-AGAR 2/3 Elliptique 0.008 15x10™ 70
ALG-Amidon 2 Sphérique 0.0129 22x10" 50
K- carraghénane 2/3 Cylindrique 0.0135 n.d nd

n.d : non déterminé.

Tableau 7 : Caractéristiques des billes de Lb. curvatus

Caractéris- | Taille Aspect Poids Nombre de Nombre de
tiques | (mm de (2) cellules/ billes/ml pour
Matrices diamétre) bille la ME
ALG 2.25 Sphérique 0.0124 16x10° 70
ALG-AGAR 2.5/3 Elliptique 0.0111 6x10° 70
ALG-Amidon 2 Sphérique 0.0109 12x10° 50
k- carraghénane 2/3 Cylindrique 0.0135 n.d n.d

n.d : non déterminé.

D’apreés les résultats, les caractéristiques des différents types de billes issues de différents
gels ne présentent pas de différences significatives sauf en ce qui concerne le nombre de cellules
par bille, ol on constate que Lb. curvatus se trouve en nombre inférieur a celui de Lb. plantarum,
ce qui n’influence pas les tests qui vont suivre. La figure 5 représente 1’aspect des billes
d’alginate 27 et de x-carraghénane 2.

En se basant sur les résultats obtenus, la taille, le poids et la forme des capsules ne varient
pas considérablement d’une souche a une autre et d’une matrice a une autre, les petites variations
sont probablement dues a des facteurs techniques tels que la distance entre I’orifice de 1’aiguille
extrudeuse et la solution de durcissement (CaCly), en plus de la force d’extrusion mais
apparemment, elles sont dues majoritairement aux facteurs liés a la matrice : la concentration, la
viscosité, la température de gélification et la nature du polymeére utilisée (Mortazavian ef al
2007; Wijffels, 2000).
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@) ®)
Figure 5 : L’aspect des billes d’alginate de sodium & 2% (a) et de k-carraghénane 2% (b)

Pour mettre en évidence la présence des cellules bactériennes dans les billes un examen
microscopique d’une coupe horizontale fine d’une capsule d’alginate colorée par la coloration de
Gram a été réalis€é. L’observation a révélé la présence des lactobacilles dans la matrice
d’encapsulation comme le montre la figure 6.

() (b)
Figure 6 : Photomicrographie des cellules bactériennes de Lb. plantarum (a) et Lb. curvatus (b)
encapsulées dans un gel d’alginate de sodium 2% (G x100).

Le nombre de cellules microencapsulées par bille de gel a été déterminé selon la méthode
décrite par Chavarri et al. (2010), apres lyse des billes et dénombrement des cellules viables sur
gélose MRS, les résultats sont exprimés en UFC/ml. Le rendement de I’encapsulation (RE), qui
est une combinaison entre I’efficacit¢ de I’encapsulation et la survie des cellules durant le
procédée de la ME a été calculé comme suite :

RE =N/N.x100 ou

N : le nombre des cellules viables libérées a partir des capsules
N-: le nombre des cellules libres ajoutées a la matrice.
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Les résultats des rendements d’encapsulation (RE) des matrices étudiées sont résumés dans
le tableau 8 :

Tableau 8 : Rendement d’encapsulation par différentes matrices

Matrices ALG ALG-AGAR ALG-Amidon
Souches
Lb. plantarum 78.5% 85.7% 80%
Lb. curvatus 91.66% 30% 50%

Des rendements d’encapsulation relativement hauts (78.5, 85.7 et 80%) ont ét¢ obtenus
avec les différentes matrices a base d’alginate notamment I’alginate, ’alginate-agar et 1’alginate-
amidon, respectivement avec Lb. plantarum. Cependant, pour Lb. curvatus, I’encapsulation dans
I’alginate-agar et dans 1’alginate-amidon était moins rentable (30 et 50%), quant a 1’alginate, le
rendement était le meilleur (91.66%).

Pour expliquer les rendements faibles lors de la ME de Lb. curvatus avec 1’alginate-agar
et ’alginate-amidon, qui sont inférieurs a celui obtenu par 1’alginate seul, I’hypothése suivante
est proposée : le gel mixte d’alginate-agar exige une température plus ou moins élevée pour
conserver son état liquide durant le processus de la ME par extrusion sans oublier que la solution
de CaCl, est maintenue a 4°C, ce qui pourrait provoquer un choc thermique qui aurait diminuer
la viabilité des cellules bactériennes qui réduirait 1’efficacité du piégeage ce qui nous permettra
de dire que cette technique n’était pas réalisée dans les conditions idéales, alors que pour le gel
mixte de I’alginate-amidon, nous présumons qu’en raison de la haute viscosité de ce gel qui est
plus élevée que celle de I’alginate seul, il y a eu diminution du nombre de billes/ml, a noter qu’il
a été de 70 billes/ml pour I’alginate alors que pour 1’alginate-amidon de 50 billes/ml seulement
ce qui aurait pu influencer le RE mais ces présomptions demandent des études plus approfondies.

Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Krasaekoopt ef al. (2004) qui ont étudié
la forme et la taille des billes formées par ’alginate 4 2% pour la microencapsulation de Lb.
acidophilus 547 et Bifidobacterium bifidum ATCC 1994 parmi d’autres souches, les
microcapsules avaient une forme globulaire et leur taille a été¢ de 1.62 mm de diamétre et ceci
est dii a I'utilisation d’une extrudeuse dont le diamétre était égal a 0.11 mm. De la méme
maniére, Chandramouli ef al. (2004) ont encapsulé Lactobacillus acidophilus CSCC 2400, et
les capsules résultantes sont sphériques avec un diamétre de 1 mm. Une autre étude a été
effectuée par Sultana et al. (2000) en encapsulant des cultures de Lb. acidophilus et
Bifidobacterium.spp avec ’alginate 2% - amidon 2% par émulsion, les billes obtenus sont
sphériques avec un diamétre qui varie entre 0.5-1 mm de diamétre.

IIL. 2. Test de relargage des cellules dans les conditions acides (pH2)

Le test de relargage correspond a la capacité du gel a retenir les cellules a I’intérieur des
billes. D’aprés les résultats montrés par la figure 7 nous avons remarqué que le taux de relargage
aprés 3h d’incubation dans des conditions acides différe d’une matrice a une autre ; d’une part le
taux de relargage de Lb. plantarum des billes d’alginate fraichement préparées (ALG N) est nul
et demeure stable ainsi que pour les billes d’alginate conservées pendant 1 mois (ALG V), ou le
relargage est infiniment faible (0.02) méme apres 3 h dans les mémes conditions.

En ce qui concerne les billes d’alginate-agar et celles d’alginate-amidon ; sachant que les
billes d’alginate-amidon sont conservées pendant trois semaines, les taux de relargage sont
presque équivalents (0.34 et 0.3 respectivement) mais plus élevés que celui des billes d’alginate,
tandis que le taux de relargage des cellules par la x-carraghénane (0.254) est considérablement
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plus élevé que celui des autres matrices ce qui atteint environ 8 fois le taux de relargage par les
autres matrices.
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Figure 7: Effet de I’acidité (pH 2) sur la cinétique de relargage de Lb. plantarum encapsulé
dans les différentes matrices.

D’autre part, le taux de relargage de Lb. curvatus (figure 8) des billes d’alginate
fraichement préparées augmente légérement mais reste relativement stable pendant les 3h
d’incubation et atteint 0.015 mais pour les billes conservées pendant 1 mois, le taux de relargage
augmente aprés une heure d’incubation puis demeure relativement stable durant les deux
derniéres heures d’incubation (0.02), en précisant que les taux de relargage par les billes
d’alginate nouvelles et conservées étaient trés proches.

En ce qui concerne les billes d’alginate-agar le taux de relargage augmente
progressivement durant les 3h pour d’incubation mais pour les billes d’alginate-amidon le taux
de relargage est relativement stable durant les deux premiéres heures d’incubation et augmente
apres, en signalant que le taux de relargage est le méme pour ces deux derniéres matrices aprés
3h d’incubation et qui est de 0.03. Enfin, pour la k-carraghénane le taux de relargage augmente
aprés 1h d’incubation, se stabilise durant la deuxiéme heure et se double durant la troisiéme
heure d’incubation, et il convient de préciser que le taux de relargage par la k-carraghénane reste
toujours le plus élevé ou il atteint 0.254.



ETUDE EXPERIMENTALE RESULTATS ET DISCUSSION

DO 660 nim F—
N —a—ALGN
0,04 £ g
0,035 / —#— carraghénane
0,03 77
0,025 77
0,02 o —
0,015 r”"::/-—-
0,01 '
0,005 I =3
R, S —— S ' » Temps dlincubation
0 1 2 3 ®

Figure 8: Effet de I’acidité (pH 2) sur la cinétique de relargage de Lb. curvatus encapsulé
dans les differentes matrice.

En général, nous avons constaté que la taille des capsules change durant les trois heures
de cette expérience : pour les billes & base d’alginate, on a observé un rétrécissement et un
durcissement de ces derniéres alors que pour la k-carraghénane une dissolution progressive mais
incompléte du polymére est remarqué en fonction du temps d’incubation, donc nous avons
conclu que les conditions acides influencent sur la perméabilité des capsules en fonction du
temps, alors on peut classer les matrices en fonction de leurs taux de relargage dans le pH 2 par
ordre décroissant comme suit : alginate, alginate-amidon, alginate-agar, et x-carraghénane, et
conclure que I’encapsulation est plus efficace que I’immobilisation pour la rétention des cellules
grace au durcissement des capsules durant le procédé de ME qui entrave la libération des cellules
a partir des billes plus que pour les cellules immobilisées.

La diffusion est un processus par lequel les ingrédients de concentration déterminée dans
une solution diminue spontanément grice a des mouvements Browniens des molécules
individuelle, les systémes de cellules immobilisées sont considérées comme systéme hétérogénes
refermant une phase aqueuse continue (microorganismes) et une phase dispersées (la matrice), le
transfert de biomasse bactérienne est caractérisé par un flux a travers la membrane matricielle
qui est controlé par la taille et la forme de la capsule, la porosité de la matrice et I’épaisseur de la
capsule, ainsi I’incubation des billes formées par différentes matrices dans une solution a pH
faible augmente le taux de relargage de cellules par la modification du flux entre I’intérieur de la
capsule et le milieu extérieur (Wijffels, 2000).
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IIL3. Test de relargage des cellules en présence des sels biliaires a 0,3%

D’apres les résultats illustrés par la figure 9 qui représente les taux de relargage des
différentes matrices encapsulant Lb. plantarum, on a remarqué que le taux de relargage des billes
d’alginate fraichement préparées augmente progressivement et atteint une valeur de 0,15 aprés
5h d’incubation alors qu’il se stabilise durant les deux heures d’exposition aux sels biliaires.
Cependant les billes d’alginate conservées pendant un mois présentent un taux de relargage plus
élevé qui atteint 0,201, en précisant que cette valeur a brusquement augmenté aprés 3h
d’incubation puis, s’est stabilisée durant les 4h restantes. D’un autre coté, les billes d’alginate-
amidon et celles de I’alginate-agar montrent des taux de relargage presque équivalents a une
différence prés concernant I’évolution de la cinétique de relargage; ainsi; les billes d’alginate-
agar ne présentent aucun relargage durant les trois premiéres heures d’incubation tandis que les
microcapsules de 1’alginate-amidon montrent un taux de relargage croissant durant la méme
période, puis les capsules d’alginate-agar montrent une augmentation progressive apres les
quatres derniéres heures d’incubation, alors que le relargage des capsules d’alginate-amidon se
stabilise et atteint 0,166.

En dernier lieu, le relargage par la k-carraghénane montre la cinétique suivante : aprés 3h
d’incubation on a remarqué une augmentation croissante, ensuite une stabilisation durant les
deux derniéres heures qui suivent et finalement une augmentation a été remarquée et le taux de
relargage atteint 0,181 a la fin de I’expérience.
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Figure 9: Effet des sels biliaires sur la cinétique de relargage de Lb. plantarum encapsulé
dans les différentes matrices.

Pour Lb. curvatus, les résultats sont présentés dans la figure 10. On a remarqué que le
taux de relargage par les capsules d’alginate fraichement préparées augmente progressivement
durant les premiéres 3h d’exposition aux sels biliaires alors qu’il de stabilise aprés Sh
d’incubation puis augmente 1égeérement pour présenter une valeur avoisinant 0.2 a la fin de ce
test, alors que pour les billes conservées pendant un mois, le relargage avait une augmentation
croissante durant les premiéres Sh d’incubation puis se stabilise pour donner une valeur finale de
0.32 apres 7h d’exposition aux sels biliaires.
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Figure 10 : Effet des sels biliaires sur la cinétique de relargage de Lb. curvatus encapsulé
dans les différentes matrices

Pour le relargage de cellules par les capsules de 1’alginate-agar, ce dernier a été nul
durant les premiéres 3h d’incubation puis augmente considérablement aprés 2h, puis légérement
jusqu’a atteindre 0.34 aprés 7h d’incubation avec les sels biliaires. D’autre part, la cinétique de
relargage des capsules d’alginate-amidon a suivi une augmentation légére (aprés 3h
d’incubation), puis importante (aprés Sh d’incubation) et finalement se stabilise a 0.37 durant les
deux derniéres heures de I’expérience. En ce qui concerne la x-carraghénane, le taux de
relargage des cellules subit une croissance progressive durant 5h d’incubation puis se stabilise
pour atteindre une valeur de 0.32 apreés 7h d’exposition aux sels biliaires.

En général, nous avons remarqué une modification au niveau de la taille des billes pour
les différentes matrices. Ainsi, pour les billes contenant 1’alginate (seul, alginate-agar et alginate-
amidon) il y avait un gonflement avec un ramollissement de ces derniéres au cours du temps de
I’expérience alors que pour la k-carraghénane, le gel subit une dissolution importante en fonction
du temps d’exposition aux sels biliaires.

Dong, si le taux de relargage différe d’une matrice a une autre ceci est probablement di a
la texture, la nature, la composition, la viscosité et la structure du gel en ce qui concerne les
facteurs liés a la matrice elle-méme selon Mortazavian ef al. (2007), pour les facteurs liés a la
souche elle-méme on cite la distribution de la biomasse dans le gel et sa distribution prés de la
surface de la capsule selon Klinkenberg et al. (2001) ainsi que I’interaction entre la souche et la
matrice qui est variable d’une souche a une autre selon Anal et Singh (2007) et le dernier facteur
est ’environnement extérieur avec lequel réagissent les capsules et les cellules qui y sont
piégées, par conséquent, I’ajout d’une substance toxique telle que les sels biliaires étudiées
précédemment influence le flux de diffusion des cellules a travers la membrane du biopolymere
constituant la matrice (Wijffels, 2000).
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D’aprés tous les résultats obtenus en étudiant le relargage des cellules par différentes
matrices dans les conditions acides et des sels biliaires, nous pouvons nous prononcer sur le fait
que I’alginate de sodium a 2% avec son taux de relargage faible ou acceptable; malgré que les
microcapsules de Lb. curvatus présentent un taux de relargage plus conséquent que Lb.
plantarum, soit la matrice de choix pour nous investir dans I’étude de I’effet de la matrice sur les
aptitudes probiotiques et technologiques de Lb. plantarum et Lb. curvatus.

I11.4. Evaluation des aptitudes probiotiques des BL in vitro
I11.4.1 Test de la tolérance des probiotiques libres et encapsulées aux conditions acides

Les bactéries utilisées comme compléments probiotiques sont généralement livrées dans
un systéme alimentaire et vont donc commencer leur voyage vers le tractus intestinal inferieur
par la bouche, le temps entre ’entrée et la libération de I’estomac est d’environ 90 min. Bien que
le stress cellulaire commence dans I’estomac, qui a un pH aussi faible que 1.5, la plupart des
essais in vitro sont réalisés a pH 3.0. Ainsi, I’examen préalable de toutes les cultures étudiées
pour leur tolérance a faible pH 2.0 et 3.0 est exigé. En outre, plusieurs études indiquent que les
bactéries ne survivent pas en nombre suffisant au cours de leur passage dans le tractus gastro-
intestinal Khater ef al. (2010).

Dans un premier lieu, environ 51x10'" UFC/ml de la souche Lb. plantarum pour les
cellules libres et 67x10"" UFC/ml pour les cellules encapsulées dans des billes d’alginate de
sodium & 2% ont été incubées a un pH acide en vue de comparer la tolérance des cellules dans
les deux états aux conditions similaires a celles de I’estomac. Les résultats sont présentés dans la
figure 11.

D’une part, les cellules de Lb. plantarum a 1’état libre subissent une perte et leur
concentration atteint 23x10° UFC/ml ce qui présente un taux de survie de 58% aprés exposition
pendant 1h aux conditions acides, mais aprés 2h d’exposition, elle diminue également et atteint
environ 6 x10° UFC/ml et le taux de survie atteint 30%. D’autre part, le nombre de cellules Lb.
plantarum encapsulées dans d’alginate de sodium et exposées a 1’acidité pendant 1h diminué et
atteint 23x10" UFC/ml, diminuent également et atteint environ 12x10° UFC/ml aprés 2h
d’incubation ce qui équivaut un taux de survie de 65%, la réduction continue aprés 2h
d’incubation et atteint 6x10> UFC/ml, le taux de survie des cellules était égal a 48% donc une
amélioration de 18% a été obtenue.
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Figure 11 : Effet de I’acidité (pH2) sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé dans
Ialginate de sodium a 2%.

Dans un second lieu, les résultats obtenus avec la souche Lb. curvatus sont représentés
par la figure 12. Au départ il y avait une moyenne de 7x10'° UFC/ml pour les cellules libres et
12x10"° UFC/ml pour les cellules encapsulées le nombre de cellules viables constaté aprés 1h
d’incubation pour les cellules libres avoisinait 17x10* UFC /ml pour un taux de survie de 64% et
aprés 2h d’exposition a I’acidité, la nombre de cellules viables atteint 15x10° UFC/ml ce qui
représente un taux de survie de 52% est noté avec une amélioration de survie de 18%.

Pour les cellules de Lb. curvatus testées a 1’état encapsulé une diminution du taux de
survie est égale 2 10’ UFC/ml aprés une heure d’exposition et un taux de survie de 48% a été
remarqué, cette réduction se poursuit et nombre de cellules viables atteint 58x10* UFC/ml aprés
2h d’incubation présentant ainsi un taux de survie de 38% avec une amélioration de survie de
14% seulement.
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Figure 12 : Effet de ’acidité (pH2) sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé dans
I’alginate de sodium a 2%.

Les résultats suggérent que la microencapsulation des souches avec alginate de sodium
a 2% protege efficacement ces bactéries contre les conditions acides (pH=2) similaires aux
conditions de I’estomac par I’augmentation du taux de survie de 18% pour Lb. plantarum mais
seulement de 14% pour Lb. curvatus.

Nos résultats sont en parfaite harmonie avec ceux de plusieurs auteurs qui ont testé la
viabilit¢ des bactéries probiotiques dans des conditions acides de 1’estomac, parmi lesquels
citons 1’étude réalisée par Ding et Shah (2009) sur les deux souches Lb. plantarum et
Bifidobacterium longum encapsulées dans 1’alginate a 2% avec des taux de survies qui atteignent
63 et 40.55%, respectivement. De la méme maniére, Krasaekoopt ef al. (2004) ont rapporté un
taux de survie de 60.1% pour Lb. acidophilus. En plus des résultats obtenus par Mandal ef al.
(2006) qui ont encapsulé une souche de Lb. casei NCDC-298 dans 1’alginate de sodium a 2%
ainsi le taux de survie avoisinait 57% aprés 3h d’incubation dans les conditions acides.
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A T’issue de cette expérience, les résultats obtenus indiquent que Lb. plantarum a I’état
libre est plus résistant a I’effet combiné des sels biliaires et la pancréatine en association avec la
trypsine. Malgré que la ME a protégé les cellules des deux souches testées, elle n’a pas été trés
efficace du au fait que ’amélioration du taux de survie est négligeable en comparant 1’état libre a
I’état encapsulés et qui est de 7% pour Lb. plantarum et de 6.7 % pour Lb. curvatus sachant
qu’il y avait une dissolution incompléte des capsules d’alginate de sodium qui peut s’expliquer
par I’action amylolytique des enzymes pancréatiques.
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Figure 16: Effet de la pancréatine sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé dans
I’alginate de sodium a 2%.

En comparant ’effet des sels biliaires seuls a celui du SIF sur la viabilité des celllules
encapsulées pour les deux souches il apparait qu’aprés 1’exposition au SIF pendant 3h seulement
le taux de survie est inferieur a celui obtenu aprés incubation avec les sels biliairs seuls pendant
8h d’ou la pertnence de ce test qui prouve que le suc pancréatique a un effet négatif sur la survie
de ces bactéries probiotiques durant dans le transit intestinal.

Nos résultats sont similairs a ceux obtenus par Woraharn et al. (2010) qui ont étudié la
souche de Lb. plantarum CMU-FP002 aprés 3h d’incubation dans la méme solution du SIF
qu’on a utilisé lors de I’étude de I’effet des enzymes pancréatiques sur la survie des deux
souches, et ils ont obtenu un taux de survie avoisinant 60% pour les billes d’alginate a 2%.
D’une autre maniére, Nazzaro ef al. (2009) ont simulé les conditions intestinales en préparant un
suc intestinal artificiel qui contenait du bouillon MRS additionné de 1 g/l de la pancréatine et
4,5 g/1 de sels biliaires. Les cellules encapsulées et les cellules libres ont été incubées dans le suc
intestinal artificiel pendant 60 min a 37°C dans le jus de carotte. La souche de Lactobacillus

acidophilus encapsulée dans 1’alginate 2% - xanthane 0.15% - inuline 1 %, a montré un taux de
viahilité éoal a R0%. Bl
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I1L5. Evaluation des aptitudes technologiques des BL in vitro
IIL.5.1. Test de la thermorésistance des probiotiques libres et encapsulés

Comme I’objectif principal du traitement thermique est d’inactiver les microorganismes
nuisibles et pathogénes responsables de la détérioration des produits alimentaires afin de
prolonger sa durée de vie et sa qualité sanitaire, il est inévitable de tuer les organismes
bénéfiques qui offrent des avantages sur la santé. Par conséquent, il peut étre utile de faire appel
a la ME pour mieux protéger les cellules contre les traitements thermiques tels que la
pasteurisation, ainsi nous avons testé la résistance de Lb. plantarum et Lb. curvatus vis-a-vis de
la température.

Les résultats du test de la thermorésistance de Lb. plantarum libres et encapsulés dans
différentes températures sont portés sur la ﬁ§ure 15. Le méme nombre initial de cellules pour
les deux cas a été utilisé qui avoisine 9x10'° UFC/ml ainsi ce nombre n’a pas diminué apres
I’exposition des cellules encapsulées a 40°C, cependant le nombre de cellules libre a subi une
légére diminution aprés exposition a la méme température (10'° UFC/ml), ce qui équivaut un
taux de survie de 91.32%.

D’autre part, pour les températures plus hautes, le taux de survie des cellules libres a
baissé, particuliérement a 60°C ou il a atteint 40.5%. Les pertes des cellules encapsulées était
contrairement moins accrue, 90% des cellules restent viables a S0°C et 67.94% a 60°C.
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Figure 17: Effet de la température sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé dans
I’alginate de sodium 2%.

Parallélement, la viabilit¢ des cellules de Lb. curvatus a 1’état libre, montre une
diminution en fonction de I’augmentation de la température, 83.72%, 65.48% et 46% des cellules

—
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survivent aprés exposition a 40, 50 et 60°C, respectivement. Par ailleurs, les cellules encapsulées
résistent mieux et présentent les taux de survie suivants: 90.9%, 78,65% et 52% pour les
températures 40, 50 et 60°C, respectivement.

Taux de survie

(%) r

100
80
B L.cencapsulées
60 -
M L.clibres
40 .
20
0 - Tempeérature
{°C)
Température (°C)
Taux de 25 40 50 60
survie (%)
Taux de survie des cellules encapsulées 100 90,9 78,65 52
Taux de survie des cellules libres 100 83,72 65,48 46

Figure 18: Effet de la température sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé dans
I’alginate de sodium 2%

D’aprés les résultats présentés, nous avons remarqué qu’il y avait une protection
importante des cellules de Lb. plantarum qui diminue progressivement avec I’augmentation de la
température ainsi 1’efficacité de la protection était de 8.68, 22 et 35.84% a 40°C, 50°C, et 60°C
respectivement. A I’opposé, une protection relativement faible des cellules de Lb. curvatus a été
constatée en comparant entre les différentes valeurs obtenus a 1’état libre ou encapsulé, de ce fait
I’amélioration de la protection était comme suit: 7,13 , 17 et 6% a 40, 50 et 60°C,
respectivement. En comparant les taux d’efficacités de la protection de Lb. plantarum et Lb.
curvatus 3 60°C on a conclu que la ME protege efficacement Lb. plantarum alors que ce n’est
pas le cas pour Lb. curvatus avec une amélioration de la protection de 35 et 5% respectivement.

Nos résultats s’avérent en parfaite concordance avec ceux rapportés par différents
chercheurs, tels que Mandal et al. (2006) qui ont étudié I’effet de la température sur la souche
Lb.casei NCDC-296 dans le gel d’alginate a différentes concentration : 2, 3 et 4% avec des taux
de survie avoisinant les 70, 75 et 82% respectivement, et Kim ez al. (2008) qui ont testé la
viabilité de Lb. acidophilus ATCC 43121 dans le gel d’alginate & 2% qui avait été soumis a 65
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°C pendant 30 min avec un taux de survie de 90%, ces différents auteurs s’accordent sur le fait
que I’alginate a 2% améliore considérablement la viabilité des cellules encapsulées part rapport a
celle libres ceci avec les différentes especes de Lactobacillus.

ITL.5.2. Test de la conservation 4°C des cellules libres et encapsulées

Comme il se produit une perte significative des cellules bactériennes pendant le stockage,
des expériences ont été effectuées afin d’évaluer ’efficacité le I’encapsulation pour réduire les
pertes de viabilité des probiotiques par la réfrigération, les figures 17 et 18 illustrent les résultats
obtenus pour Lb. plantarum et Lb. curvatus respectivement aprés 15 jours de conservation a 4°C.
Les résultats obtenus, montrent que le nombre de cellules de Lb. plantarum a 1’état libre est
considérablement réduit, (95% sont viables aprés une semaine, et seulement 63% peuvent
survivre aprés deux semaines). Cependant, & 1’état encapsulé, les cellules préservent leur
viabilité, et le taux de survie aprés deux semaines reste relativement élevé (93.4%).

Taux de survie
{%)
100
+ —‘
—&— L.p encapsulées
80 4
50 - ~f— L.p libres
40 41
20 4
0 v v ’ » Temps dlincubation
0 5 10 15 &)
Temps (semaines)
Taux de 0 1 2
survie (%)
Taux de survie des cellules encapsulées 100 95,4 93,4
Taux de survie des cellules libres 100 89,3 63

Figure 19: Effet de la conservation & 4°C sur la survie de Lb. plantarum libre et
encapsulé dans I’alginate de sodium 2%

Des résultats similaires été obtenus pour Lb. curvatus, les cellules a 1’état libre résistent
moins a la conservation a 4°C et perdent leur viabilité jusqu'a atteindre 66% aprés 2 semaines,
par contre les cellules encapsulées ont ét¢ maintenues viables jusqu'a 86% aprés deux semaines.
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Taux de survie
%)
&
80 - ——L.cencapsulées
60 4 —fii=L.c libres
40 |
20 A
0 . ' " » Temps dlincubation
0 3 10 15 {hy
Temps (semaines)
Taux de 0 1 2
survie (%)
Taux de survie des cellules encapsulées 100 98 86,6
Taux de survie des cellules libres 100 86 66

Figure 20: Effet de la conservation & 4°C sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé
dans I’alginate de sodium 2%

Dans ce méme contexte, on peut dire que la ME a réussi a protéger les cellules des deux
souches vis a vis de la réfrigération, ainsi I’efficacité de la protection était égale a 30.4% pour
Lb. plantarum et 20.6% pour Lb.curvatus.

Selon Brinques ef al. (2010), ’encapsulation de Lb. plantarum BLO11 dans un gel
d’alginate contourne ’effet de la conservation prolongée dans le froid et ceci en introduisant les
encapsules dans les aliments, par exemple dans le yaourt, le taux de survie était égal a 27% aprés
36 jours de stockage. Dans une autre expérience, Woraharn et al. (2010) ont testé la souche Lb.
plantarum CMUF-002 qui était capable de survivre méme aprés 8 semaines de conservation au
froid avec un taux de survie avoisinant 75%.
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I1L6. Tests complémentaires pour la confirmation des aptitudes probiotiques
I11.6.1. Test d’adhésion : le réle de I'hydrophobicité de surface

Dans le but de mettre en évidence, la capacité des cellules probiotiques a adhérer aux
cellules de la lumiére intestinale, le test d'adhésion sur les cellules épithéliales du colon et de
I'iléon du tube digestif du poulet a été effectuée.

La figure 21 représente I'aspect microscopique des cellules épithéliales du tube digestif
en présence des bactéries probiotiques. Les cellules de Lb. plantarum ont une adhésion apparente
moyenne aux cellules intestinales plus ou moins élevée au niveau du colon que I’iléon, du fait
que le nombre des bactéries adhérentes aux cellules du colon est plus élevé que celui observé sur
le tissu de l'iléon, alors qu’on n’a pas pu démontrer que Lb. curvatus pouvait s’adhérer a ces
mémes cellules.

(b)

()
Figure 21 : Photomicrographie d’adhésion des souches Lb. plantarum dans le colon (a)
et I’iléon (b) et Lb. curvatus dans I’iléon (c).
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L'adhésion est un mécanisme complexe mettant en jeu plusieurs facteurs liés aussi bien
aux cellules réceptrices qu'aux cellules probiotiques. Ce mécanisme est précédé par des
interactions initiales entre les deux types de cellules, notamment des interactions de type
hydrophobes, des interactions ioniques et des interactions de type récepteur-ligand
(Oelschlaeger, 2010). Pour cette raison, un test d'hydrophobicité basé sur l'interaction entre la
surface des cellules et un hydrocarbure tel que le xyléne a été réalisé. Le tableau 8 montre les
résultats du test de I'hydrophobicité pour les deux souches bactériennes étudiées.

Tableau 8 : Résultats du test d’hydrophobicité.

DO DO; DO¢
Souches
Lb. plantarum 1.07 1.0
Lb. curvatus 1.15 1.15

En exploitant les données portées dans le tableau 8, le pourcentage de I’hydrophobicité
montré par les souches est comme suit :

H% Lb. curvatus = 0%
H% Lb. plantarum = 6.5%

D'aprés les résultats obtenus en calculant le pourcentage de 1'hydrophobicité des deux
souches, la surface des cellules de Lb. curvatus ne présentent aucune hydrophobicité pour le
xyléne, de l'autre coté, une faible hydrophobicité (6.5%) est constatée pour les cellules de Lb.
plantarum.

A l'issu de ces deux tests, I'adhésion des deux bactéries probiotiques aux cellules
épithéliales n'est pas attribuée aux interactions hydrophobes, qui est I’une des propriétés physico-
chimique qui facilite le premier contact entre les microorganismes et les cellules intestinales de
I’héte cependant cette interaction initiale non spécifique précéde le mécanisme d’adhésion qui
sert d’intermédiaire pour des mécanismes plus spécifiques (Guglielmotti ef al., 2007).

Guglielmotti ef al. (2007) ont suggéré que I’hydrophobicité facilite probablement
l'adhésion des probiotiques, mais qu’elle n'est pas totalement requise pour une forte capacité
d’adhésion. Cs mémes auteurs ont trouvé que des cellules de Lb. delbrueckii subsp. lactis avaient
une forte adhésion aux cellules de la lignée cellulaire CaCo-2/TC-7, sans montrer une haute
hydrophobicité de surface (6.5%). De ce fait, I’adhésion de Lb. plantarum implique d’autres type
d’interactions faisant appel a d’autres facteurs tels que les protéines de surface, les adhésines ou
les pilis, ceux-ci recommandent une recherche plus approfondie pour déterminer le moyen par le
quel s’effectue ’adhésion (Oelschlaeger, 2010).
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I1L.6. 2. Test de sensibilité aux antibiotiques

En ce basant sur les valeurs critiques citées par Joffin et Leyral (2006), le test de
sensibilité des deux souches aux antibiotiques a révélé que la souche Lb. plantarum est sensible
au Céfotaxime, aux Tetracyclines, et a la Penicilline G, cependant, avec Amoxicilline et
Streptomycine la souche présente une résistance. D’autre part Lb. curvatus a montré le méme
profil de sensibilité ou de résistance aux antibiotiques testé pour Lb. plantarum, tout ces
résultats sont portés sur le tableau 9.

Tableau 9 : Résistance et sensibilité de Lb. plantarum et Lb. curvatus aux antibiotiques

uche Lb. pantarum Lb. curvatus
Antibiotiq
Céfotaxime S S
Tertacycline S S
Amoxicilline R R
Streptomycine R R
Pénicilline G S S
R : résistant
S : sensible

Il existe des obstacles majeurs pour la détermination de la résistance des BL aux
antibiotiques ce qui peut conduire a des difficultés dans I’évaluation de la sécurité.
Premiérement, il n y a pas de normes approuvées pour 1’évaluation phénotypique et génotypique
des résistances aux antibiotiques des isolats alimentaires car les concentrations critiques varient
considérablement en fonction des moyens et de 1’antibiotique utilisé¢ (Hummel et al, 2007).

La résistance a la Penicilline G et aux tétracyclines de Lb. plantarum BFE440 isolé de
saucissons fermentés a été préalablement rapportée par Hummel et al. (2007). Par ailleurs,
d’autres BL testées par Iyer ef al. (2010), telles que Streptococcus. thermophilus RD102 était
sensible a la fois & 1a Péniciline G et aux Tetracyclines, et résistantes a la Streptomycine.

Nos résultat ressemblent a ces derniers, et par conséquent nos probiotiques ne présentent
pas le risque de transfert de la résistance aux antibiotiques les plus utilisés aux agents
pathogeénes.
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Notre étude expérimentale, a été mené sur la capacité de deux souches de
bactéries lactiques Lb. plantarum et Lb. curvatus encapsulées dans différentes
matrices a survivre aux conditions hostiles similaires a celles du tractus digestif et
dans des conditions de stockage et de traitement thermique, les résultats obtenus ont
permis de noter les conclusions suivantes :

» L’alginate de sodium a 2% est la matrice de choix pour I’encapsulation des
probiotiques, montrant un taux de relargage relativement faible comparé a
ceux trouvés pour les autres matrices.

» La microencapsulation par ’alginate de sodium a 2% a exercé un effet
bénéfique en améliorant la résistance des deux souches testées dans les
conditions simulées du tractus gastro-intestinal et qui sont I’acidité, les sels
biliaires et les enzymes pancréatiques, et par ailleurs, dans les processus
technologiques ; stabilit¢ pendant les périodes de stockage et les traitements
thermiques.

» La microencapsulation a été plus efficace en protégeant les cellules de Lb.
plantarum que Lb. curvatus et ceci est probablement di au taux de relargage
plus élevé qui a été démontré en testant la libération des cellules par les
capsules d’alginate de sodium a 2% dans les conditions d’acidité et de sels
biliaires.

» Lb. plantarum a montré une capacité d’adhérence aux cellules épithéliales
de I'iléon et du colon in vitro, alors que Lb. curvatus n’a montré aucun
pouvoir d’adhérence, malgré la faible hydrophobicité de sa surface, mais on ne
peut affirmer avec certitude que Lb. curvatus ne posséde pas des
caractéristiques d’adhésion aux cellules épithéliales de la lumiére intestinale.

» Nos deux souches présentent une sensibilité a la plupart des antibiotiques
testés, en précisant que, la résistance a la Streptomycine est une résistance
naturelle ce qui exclue tout danger potentiel sur la santé du consommateur.

Enfin, il est nécessaire de réaliser des études génétiques et moléculaires pour
approfondir les connaissances sur le profil métabolique des deux souches, ce qui
pourrait éclaircir les interactions entre le germe et la matrice d’encapsulation, en plus,
des tests de la viabilité dans un systéme in vivo sont requis afin d’étudier avec plus de
précision I’efficacité de la ME en terme de livraison ciblée des probiotiques et leur
libération controlée dans le TGI, et notre derniére perspective, concerne 1’application
de cette technique dans divers produits alimentaires, particuliérement, les produits
laitiers.
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Milieu MRS pour 1L
POPRODIE: .05 4 ssmamennn s s sus s ans s BEER SRS SRR AT ¥ AT Ao T m s aw s onn s bbar o mbin s 4 10g
Extrait de viande ............ e e 8g
Eatrail QR BBWIIID .......... o e e s i 5 S TS RS AR BRSO AR B s U 4g
ACSIIE AE BOMIUI ... oimreessenssmps smmomin s s wan e sssnmemissss s ki oA SRS K4 AT BB S ERRFESS 5g
Phosphate DIPOtasSIQUE ..............euiiiiiiiiiiii i e s 2g
CItrate d AMMONIU. ... oeeieeeeieeeeeeeeeeeeieees e aeaaeaaeaeeaeeaeeaeeseie e ane e aaese e e s enesnemsmaeennas 2g
Suliae de mPnbaion, TH).. ..o cnmmunics s e seomms oas smss eessas s swasnss 0.2g
Sulfate de manganése, 4HyO............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiii i R 0.05¢g
(BHOBOBE. ..osusmmanmmmsmmsms smsmrms servammmpsesrmsss ssesmmensssssamnnn s ssmssmniembnia G558 4% 355 HH TS RO RNS 20g
TWEEIL 80...... oottt e e et et e e e e s e e e e e e e e e e eaaes Iml
Eau distillee ..o e e e 1000 ml
Gélose MRS

Bouillon MRS additionnée de 15g d’agar

Tampon phosphate pH 7 (1M pour 100ml)

| € - [ o 6 PRSP CR ORISR 61.5ml
BN ccovmrerismanssms s rsssrseesssasesmas s ssesssesmsesioss S 3 RN 38.5ml
Chlorure de calcium (0.05) pour 1 litre

CACALY e 5558
Tampon de sulfate urea magnésium sulfate buffer pH 7

Kol TR oiiiniiconmasmmnmmmnts s wamsessser el srsssuopees s po s s SRR 22.2g
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TIRER (OBB) .o 555 5mmmnmon s b aesnommmuns § 5 BENMEPBBESTS S SHERSESUSES § SSAERAEN S ¥ STHERRENE $T WS OPIE P PRI TS 1.8g
MBSO, THED ... ..o ssisssonmsnis 513 08aamims s b s ASubeRmsis PRSHESERSE FERSRABHID SSRPTOASIIIEES 0.02g
Tampon de PBS pH 7.4
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NBH PO ... ..o srormmevsmns s commmmmmnrmi § sbbin SRS §§ 3RS § STEFA RIS S 5 NS EESRAD £33 OSSR FES 3.2¢g
BEDL.. 5 sonnmumusnics sommmmnsmmns s Frumsmemsmens s sy ommemenyry sy ot ke s s ASES S RS Sh ARSI 90g
Eau distille ....ooneniniiiiie et ettt e, 1000 ml



Tableau 1 : Effet de I’acidité (pH2) sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé.

Temps (h)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
taux de survie des cellules | 67x10" 23x10’ 12x10°
encapsulées
Taux de survie des cellules libres | 51x10" 23x10° 6x10°

Tableau 2 : Effet de I’acidité (pH2) sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé.

Temps (h)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
taux de survie des cellules | 12x10" 10’ 58x10"
encapsulées
Taux de survie des cellules libres | 7x10" 17x10° 15x10°

Tableau 3 : Survie de Lb. plantarum libre et encapsulé incubé dans 0.3% de sels biliaires.

Temps (h)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
taux de survie des cellules | 11x10" 10x10° 64x10°
encapsulées
Taux de survie des cellules libres | 8x10™° 5x10" 9x10”

Tableau 4 : Survie de Lb. curvatus libre et encapsulé incubé a 0.3% de sels biliaires.

Temps (h)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
taux de survie des cellules | 7x10" 26x10’ 9x10°
encapsulées
Taux de survie des cellules libres | 4x10"° 21x10° 24x10°

Tableau 5 : Effet de la pancréatine sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé.

Temps (h)
Nombre de 0 B 2
cellules viables (UFC/ml)
taux de survie des cellules | 30x10° 95x10° 10°
encapsulées
Taux de survie des cellules libres 25x10° 22x10° 3x10°

Tableau 6 : Effet de la pancréatine sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé.

Temps (h)
Nombre de 0 1.5 3
cellules viables (UFC/ml)
Nombre de cellules encapsulées | 9x10° 10x10’ 5x10°
viables
Nombre de cellules libres viables | 9x10° 5x10” 4x10°




Tableau 7 : Effet température sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé.

Température (°C)
Nombre de 25 40 50 60
cellules viables (UFC/
Nombre de cellules encapsulées | 9x10™ 9x10" 75x10° 23x107
viables
Nombre de cellules libres viables | 9x10™ 10" 28x10° 28x10°
Tableau 8 : Effet température sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé.
Température (°C)
Nombre de 25 40 50 60
cellules viables (UFC/ml)
Nombre de cellules encapsulées | 6x10" 62x10° 3x10° 4x10°
viables
Nombre de cellules libres viables | 5x10" 9x10° 11x10° 9x10°

Tableau 9 : Effet de la conservation a 4°C sur la survie de Lb. plantarum libre et encapsulé.

Temps (semaines)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
Nombre de cellules encapsulées | 11x10™ 25x10" 14x10"
viables
Nombre de cellules libres viables | 14x10™* 39x10™ 15x10’

Tableau 10 : Effet de la conservation & 4°C sur la survie de Lb. curvatus libre et encapsulé.

Temps (semaines)
Nombre de 0 1 2
cellules viables (UFC/ml)
Nombre de cellules encapsulées | 16x10™ 12x10° 5x10°
viables
Nombre de cellules libres viables 12x10" 27x10° 15x10’

Tableau 11 : Résistance et sensibilité de Lb. plantarum et Lb. curvatus aux antibiotiques

la souche Lb. plantarum Lb. curvatus
Antibiotique
Céfotaxime 25 mm 22 mm
Tertacycline 21 mm 16 mm
Amoxicilline 0 0
Streptomycine 0 0
Penicilline G 27mm 26mm
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Théme :
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Résumé :

Notre étude a été consacrée a I’affirmation de I’efficacité de la microencapsulation des deux
bactéries lactiques probiotiques dans différentes matrices, pour les protéger contre les conditions
hostiles du tractus gastrointestinal. La tolérance des deux souches de Lb. plantarum et Lb. curvatus
a Iacidité (pH=2), aux sels biliaires et aux enzymes pancréatiques par simulation des conditions
gastrointestinales a été évaluée, en plus de son impact sur quelques aptitudes technologiques par
I’étude de I’effet de la conservation au froid (4°C) et les traitements thermiques. Pour confirmer
leur potentiel probiotique, des tests complémentaires ont été réalisés pour vérifier leur capacité
d’adhésion aux cellules intestinales et son profil de résistance aux antibiotiques. Les résultats
montraient que les deux souches sont résistantes a I’acidité, a la toxicité des sels biliaires, a la
digestion par les enzymes pancréatiques, a la conservation au froid et aux traitements thermiques, et
particulierement a I’état encapsulé dans I’alginate de sodium a 2%, ce qui confirme I’efficacité de la
microencapsulation dans I’amélioration de la survie, dans les conditions similaires a celles du tractus
gastro-intestinal.

Mots clés : Bactérie probiotique, matrice, microeucapsulation, amélioration de la viabilité.

Abstract:

Our study has focused on the affirmation of the protective effect of microencapsulation of two
probiotic lactic acid bacterium by several matrix against the hostile gastrointestinal tract conditions.
The tolerance of Lb. plantarum and Lb. curvatus to acidic pH, bile salts and pancreatic enzymes was
evaluated. In addition, the effect of cold storage and heat treatment on viability was also tested. To
confirm their potential probiotic properties, further tests were carried out, like adherence to
intestinal cells and antibiotic resistance. The results showed that both strains are resistant to low pH,
bile salts, digestion by pancreatic enzymes, cold storage and heat treatment, particularly when
encapsulated in sodium alginate. Microencapsulation enhances the viability of probiotic strains in
gastrointestinal-like condition.

Key words: probiotic bacterium, Matrix, Microencapsulation, Enhancement of viability
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