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Le secteur des industries agroalimentaires utilise un certain nombre d’auxiliaires technologiques,
parmi lesquels les bactéries lactiques, pour €laborer des aliments fermentés. Les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogéne qui rassemble des bactéries capables de produire de
I’acide lactique par un métabolisme fermentaire. Ainsi certains membres de cette famille
notamment les lactobacilles sont utilis€és comme probiotiques, c’est-a-dire comme une
préparation microbienne vivante ayant une action bénéfique sur I’héte (Baliarda, 2003).

Les ferments traditionnels ne sont pas supposés survivre a la digestion et arriver vivant dans le
colon. Les microorganismes probiotiques eux doivent étre résistants de maniére a survivre a la
digestion et atteindre le cdlon en quantité suffisante pour qu’ils puissent avoir un effet sur la
santé du consommateur (Hansen, 2011).

Actuellement, beaucoup d'études ont montré la baisse de viabilité des probiotiques contenus
dans des matrices alimentaires tel que les yaourts et les produits laitiers fermentés, ainsi, la
micro-encapsulation a été utilisée pour améliorer leur viabilit¢ (Nan chen et al., 2005). Des
méthodes d'encapsulation ont été appliquées comme solution pour protéger les cellules viables
des micro-organismes probiotiques dans un tel environnement et c'est un processus dans lequel
des cellules sont maintenues dans une matrice d'encapsulation (Krasaekoopt et al., 2003).

_e but de notre présente étude est de réponde a la problématique suivante :

Les ferments thermophiles locales et industriels encapsulés sont-ils réellement plus performants
sur le plan technologique et probiotique que ceux libresy ?

e travail fait suite a celui déja abordé par les €tudiantes Messaid et Younsi en 2011 sous
’intitulé « Etude comparative des aptitudes technologiques et probiotiques des ferments mixtes
:t pures micro-encapsulés et des cellules libres ».

Notre manuscrit est composé de deux parties, une bibliographique composée de 3 chapitres dont
es deux premiers chapitres font état de connaissances sur la présentation des ferments lactiques
t les aptitudes technologiques et probiotiques de ces ferments, le dernier chapitre traite la micro
:ncapsulation des ferments.

in ce qui concerne la partie pratique, elle est articulée autour des points suivants :

e FEtude comparative des aptitudes technologiques des ferments thermophiles locales et
industriels ~

- o Etude des aptitudes technologiques et probiotiques des ferments locales et industriels
encapsulés
[ J

'inalement, une conclusion générale permet récapituler les principaux résultats de ce travail.






Chapitre I : Les ferments lactiques
I.1. Données sur les ferments lactiques et définition

Les ferments lactiques sont des cultures pures en proportion définies de différents bactéries
lactiques, qui en se multipliant dans le lait et dans les fromages, assurant deux fonctions
essentielles (Gagnon, 2006):

- Abaisser le pH du milieu en transformant le lactose en acide lactique, cette
acidification intervient comme facteur de coagulation de lait ;
- Contribuer aux caracteres organoleptiques des produits.

Actuellement, on définit les levains ou ferments lactiques comme étant des cultures pures ou
des mélanges de bactéries lactiques sélectionnées et utilisées pour la fabrication de produits
fermentés (Doleyres, 2003).

Récemment, [’utilisation des nouveaux starters « fonctionnelle» d’un grand intérét
industriels et nutritionnelle a été mise au point, ces starters complément les apports des
starters classique et concourent & I’amélioration et a ’optimisation des processus de
fermentation et de la qualité des produits fini (Nguyet Thu, 2008).

Les ferments lactiques sont des ferments capables de produire de ’acide lactique par la
fermentation de certains sucres comme le lactose. Ils sont regroupés en 2 catégories, en
fonction de leur morphologie (Robin et Rouchy, 2001):

- Les lactobacilles: Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus et
Lactobacillus casei
- Les coques : Enferococcus et Streptococcus.

1.2.Classification des ferments

Les ferments lactiques sont généralement classés en deux groupes, les ferments mésophiles et
les ferments thermophiles.

L.2.1.Les ferments mésophiles

Les bactéries lactiques qui constituent ces ferments ont une température optimale de
croissance proche de 30°C et comprennent toujours des souches de Lactococcus cremoris
et de Lactococcus lactis.

A ces souches peuvent s’ajouter Lactococcus diacetylactis (ferment de type D) ou
Leuconostoc (ferment de type L), bactéries dites aromatisants de par leur synthése de
diacétyle. Ainsi un ferment DL est un ferment composé d’un mélange de Lc. cremoris,
Lc.lactis, Le. diacetylactis et de Leuconostoc (Doleyres, 2003).



L.2.2.Les ferments thermophiles

Ces derniers ont une température optimale de croissance variant de 37°C a 43°C et sont
généralement formés des espéces de bactéries Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus helveticus ou Lb. delbrueckii (sous especes bulgaricus) (Gagnon, 2006).

Certaines cultures (lactobacilles, bifidobactéries, Streprococcus thermophilus) sont
appelées thermophiles dans le secteur laitier car leur température optimale de croissance
se situe entre 37°C et 47°C (Doleyres, 2003).

I.3.Les ferments thermophiles de yaourt

1.3.1.L’espéce Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus

1.3.1.1.Données sur I’espéce
Lb. bulgaricus appartient au sous-genre Thermobacterium du genre Lactobacillus (Malcinga,
1985). Parmi le genre Lactobacillus, figure la sous espece bulgaricus (Grattepanche, 2005).

Lb. delbrueckii ssp bulgaricus est dune importance vitale pour l'industrie alimentaire, en
particulier a l'industrie laitiére (Cui et al, 2012). C’est une bactéric thermophile, trés
exigeante en calcium et en magnésium et sa temperature optimale de croissance est d’environ
42°C. Cette bactérie a un role essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et
hygiéniques du yaourt (Henry, 2011).

L3.1.2.Ecologie et caractéres généraux

C'est une bactérie typique du lait, elle cultive mal dans d'autres milieux. Elle est thermophile
(cultive & 45°C et méme entre 50-52°C) (Malcinga, 1985). L’analyse du génome de L.
bulgaricus nous montre que ce probiotique est en pleine évolution, ce qui apparait comme une
adaptation au lait, milieu riche en lactose et en protéines (Maarten Van, 2006).

Lb. bulgaricus est un bacille gram positif, asporulé, micro-aérophile. Ce sont des bactéries en
forme de batonnets a4 bords arrondis, seules ou en longues chaines (Righi, 2006). Ce sont des
cellules immobiles, leur taille est en moyenne de 4 2 6 pym de diamétre (Malcinga, 1985).
Cette espéce posséde un métabolisme strictement fermentaire avec production exclusive
d’acide lactique comme principale produit final (homofermentaire). (Henry, 2011).

En milieu gélosé (MRS), elle donne des colonies lenticulaires souvent polylobées. Son
activité protéolytique est grande et fournit des acides aminés variés. (Malcinga, 1985). La
figure 01, illustre I’aspect des colonies sur milieu MRS.



Figure 01 : Culture de Lb. buigaricus sur le milieu MRS (Hansen, 2011).

1.3.2.1’espéce Streptococcus salivarus ssp thermophilus

1.3.2.1.Données sur I’espéce

Pendant plusieurs années, 1’espece St. thermophilus était classée comme une sous-espéce de
St. salivarius (St. salivarius ssp. thermophilus) (Henry, 2011). St. thermophilus appartient au
groupe viridans du genre Streptococus (Malecinga, 1985). Chez le genre Streptococcus, St.
thermophilus est la seule espéce utilisée pour la préparation de produits alimentaires
fermentés (Gagnon, 2006).

Cette bactérie est souvent utilisée dans les fermentations laitiéres nécessitant l'atteinte de
températures relativement élevées (jusqu'a 55°C) et est souvent associé¢ en ferment 4 un
Lactobacillus thermophile (Gagnon, 2006).

Cependant, bien qu’ayant une forte capacité d’acidification du lait, St. thermophilus ne permet
quasiment jamais d’abaisser seule le pH du lait en dessous d’un pH de 4,8 (Henry, 2011).

1.3.2.2. Ecologie et caractéres généraux

La seule niche écologique de St. thermophilus connue est le lait ou cette bactérie se développe
de fagon optimale & une température de croissance comprise entre 42°C et 44°C (Henry,
2011). Parmi les espéces du genre Streptococcus, St. thermophilus est isolée du lait
pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux (Henry, 2011).

St. thermophilus est une bactérie gram positif, anaérobie facultative. C’est une cocci
sphérique a ovoide immobile, de diametre 0,7- 0,9 pm, en paires et en chaines (Harnett et a/.,
2011).

Elle a été décrite pour la premiere fois par Orla- Jensen en 1919. Le génome de St
thermophilus s'organise en une unité chromosomique unique dont la taille est de 1,82pb
(Henry, 2011).

C’est une bactérie dépourvue d’antigene du groupe D, thermorésistante, sensible au bleu de
méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques (0,1 U.L de pénicilline de lait) (Henry, 2011).









L.4.Les ferments thermophiles industriels

L.4.1.La production de ferments lactiques

La production de ferments est généralement effectuée en fermenteur, en discontinu ou en
continu, dans le lait ou dans un milieu commercial répondant aux besoins de ces bactéries
nutritionnellement exigeantes.

Puisque la production de biomasse génere une quantité importante d'acide lactique dans le
milieu, le contrdle externe du pH permet de moduler ce facteur par I'addition de neutralisant
dans le milieu (Doleyres, 2003).

Depuis les années 1980, les bactéries et les ferments lactiques sont utilisés sous forme
concentrée congelée ou lyophilisée pour fabriquer des produits laitiers par ensemencement
direct. Ces techniques permettent de simplifier, standardiser et sécuriser les procédés de
fabrication, facilitant aussi les innovations (Soustre, 2009).

1.4.2.Formes commerciales

Les ferments lactiques et probiotiques sont généralement commercialisés sous forme
concentrée, pour limiter les volumes transportés et les couts qui ont dérivent. Les ferments
concentrés commerciaux se caractérisent par des concentrations bactériennes d’au moins 10°
et 10'? ufc/g, alors que les ferments non concentrés doivent contenir au moins 10% ufc/g.

La commercialisation des ferments concentrés nécessite leur stabilisation préalable, soit par
congélation, soit par lyophilisation. Cette stabilisation permet de les conserver, a la
température préconisée, pendant plusieurs semaines, voir plusieurs mois. Les cultures
concentrés congelées doivent étre stockées a une température inferieur a - 45°C puis
décongelées soit avant 1I’ensemencement, soit directement dans la cuve de fabrication.

Les ferments lyophilisées sont généralement conservés a 4°C au -18°C, en absence
d’oxygene, a I’ abri de la lumiére, et doivent étre réhydratés avant ’utilisation (Luquet et
Corrieu, 2008).

L5.Les ferments thermophiles probiotiques

L.5.1. Définition
Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui, administrés en quantités adéquates
conferent un bénéfice pour la santé de 1’hote (Rieu , 2012).

L.5.2.Les critéres de sélection et d’efficacité des souches probiotiques

Les bactéries lactiques sont principalement sélectionnées pour leurs activités acidifiantes et
protéolytiques dans les ferments classiques, d’autres propriétés doivent étre étudiées dans le
cas des probiotiques.

Pour exercer leur effet bénéfique sur la santé, la stabilité physique et génétique des cellules
ainsi que toutes les propriétés nécessaires pour exercer leurs bienfaits sur la santé¢ doivent
également Etre assurées (Doleyres, 2003).



De nombreux produits alimentaires et préparations contenant des souches probiotiques de
Lactobacillus sont commercialisés (Grattepanche, 2005).

Selon Maarten Van. (2006) et Hermann (2011), les critéres d’efficacité d’un ferment
lactique ou probiotique s’appuient sur ce qui suit :

. Origine connue et identification précise des souches probiotiques ;
. Innocuité pour ’homme;
. Survie des probiotiques durant le processus de fabrication du produit;
. Stabilité des probiotiques pendant toute la durée de conservation du produit;
. Résistance suffisante aux acides gastriques et aux sels biliaires;
. Capacité¢ d’interaction avec la muqueuse intestinale (colonisation de 1’épithélium
intestinal);
. Effets bénéfiques démontrés par des études scientifiques.

Aucun microorganisme génétiquement modifié n’est actuellement autorisé a la
commercialisation pour &tre utilis€¢ en tant que tel dans I’alimentation humaine (Hermann,
2011).

1.5.3. Le mode d’action et effets des probiotiques

Les probiotiques jouent un role trés important sur la santé¢ humaine, ils sont composés de
différentes espéces bactériennes chacune avec une activité métabolique propre (Rieu et al.,
2012).

Les probiotique peuvent &tre considérer comme un moyen de véhiculer des principes actifs
qu’ils contiennent (enzymes, composants de paroi, substance antimicrobienne) jusqu’ a leurs
cible d’action dans le tractus digestif (Ait Belgnaoui, 2006).

Les effets probiotiques ont été attribués:

- A la production d'acide et 1a production de bactériocines (Krasaekoopt et al., 2003).

- A la modulation de la réponse immunitaire de I’hdte (Rieu et al., 2012).

- Ala digestion du lactose des produits laitiers au niveau de I’intestin gréle par une enzyme
membranaire (Burgain et al., 2012).

- A lefficacité de la digestion du lactose par les ferments des yaourts. Il existe également
des auxiliaires technologiques qui vont permettre d’hydrolyser ou supprimer le lactose
présent dans les produits alimentaires (Gaiani et al., 2011).

- A l’activité anti-cholestérol (contradictoires) (Hermann, 2011).

- A certaines propriétés anti cancérigenes, anticholestérolémiques et anti diarrhéiques

(Doleyres, 2003).



Chapitre II : Les aptitudes technologiques et probiotiques
des ferments thermophiles

II.1. Aptitude technologiques des ferments
I1.1.1.Aptitude acidifiante

L’acidification est définie comme le résultat de la fermentation du lait par des bactéries lactiques
avec une dégradation du lactose entrainant une production d’acide lactique et donc une baisse
notable du pH (Morge, 2004).

L'acide lactique et les autres composés qui en résultent jouent un réle important sur les propriétés
organoleptiques du produit. St. thermophilus et Lb. bulgaricus fermentent le lactose selon la voie
homofermentaire de la glycolyse (Malcinga, 1985).

Les souches de Lb. bulgaricus présentent une plus grande activité d'acidification et produit plus
d'acétaldéhyde a pH 4,6 que la culture de souches de St. thermophilus

(Xanthopoulos et a/., 2001). Il conviendrait de rappeler que la fabrication du yaourt utilise
originellement deux bactéries, Lb. bulgaricus se multipliant & 45 — 50 °C et acidifiant fortement
de lait, St. termophilus se multipliant & 37 — 40 °C acidifiant faiblement de lait (Xanthopoulos et
al., 2001).

I1.1.2 .Aptitude protéolytique

Pour assurer leur développement dans le lait, les fermentes lactiques possédent un systéme
protéolytique capable de dégrader les caséines en acides aminés (Grattepanche, 2005). Le
systéme protéolytique de St. thermophilus est plus limit€é que celle de la plupart des starters
laitiers (Harnett et al., 2011).

Les enzymes impliquées dans la dégradation des caséines du lait durant la maturation incluent la
présure, le systéme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la
paroi cellulaire, qui catalysent I'hydrolyse de protéines en peptides. Ces peptides sont ensuite
dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités transportables d'acides aminés et de
petits peptides (Gagnon, 2006).

Les lactobacilles sont trés protéolytiques alors que St. thermophilus est moins protéolytique.
Cultures mixtes, a l'exception d’une combinaison, libéré plus de tyrosine a la somme des
cultures individuelles (Rajagopal et Sandine, 2010).

11.1.3 .Aptitudes lipolytique et aromatisante

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues chaines a
partir des mono et diglycérides, alors que les estérases permettent la libération des acides gras
volatils (Gagnon, 2006). L'activité métabolique des bactéries lactiques fournit de nombreux
composés volatils ou non, qui contribuent a 'aréme du bon yaourt (Malcinga, 1985).

Les autres saveurs et ardmes seront fonction des souches utilisées produisant des composés
intermédiaires comme 1’acétaldéhyde (ardme du yaourt) (Soustre, 2009). La plupart des auteurs
attribuent un rdle de premier plan a l'acétaldéhyde produit essentiellement par Lb. bulgaricus
(Malcinga, 1985).



Les acides aminés libres contribuent directement ou comme composés précurseurs d'ardmes. Le
facteur limitant la production de composés aromatiques serait reli¢ a la capacité bactérienne de
conversion des acides aminés en ces composés (Gagnon, 2006).

I1.1.4. Aptitude antagoniste

Le pouvoir antagoniste des bactéries lactiques résulte de la production du peroxyde d’hydrogéne
et des bactériocines limitant la croissance de certains germes pathogénes Ammor et Mayo.
(2006).

Durant la fermentation du lait, différents agents antimicrobiens ayant la capacité d’inhiber le
développement de bactéries pathogénes et/ou d’une flore de dégradation de I’aliment sont
produits par les bactéries lactiques (Grattepanche, 2005). Cependant, lorsqu’ils atteignent une
certaine concentration, ces composés peuvent interrompre la croissance des souches
productrices, il s’agit d’auto inhibition, et/ou des autres souches constituant le levain
(Grattepanche, 2005).

IL.1.5. Propriété texturant

L’exopolysaccharide produit par des souches lactiques est important pour la texture finale du
yogourt (Harnett et al, 2011). De nombreuses souches de St.thermophilus synthétisent des
polysaccharides extracellulaires. Ces molécules peuvent étre produites sous forme de capsules
qui sont étroitement associés a la cellule, la production in situ par cette espece ou d'autres
bactéries lactiques laitiéres conférent généralement un souhaitable "filant" ou la texture
visqueuse des produits laitiers fermentés (Broadbent et a/.,, 2010).

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, peut produire des exopolysaccharides (EPS) dans des conditions
différentes (Surawicz, 2010).

I1.2.Aptitude probiotiques des ferments
I1.2.1.La résistance aux sels biliaires

Les résistances aux sels biliaires constituent par conséquent une caractéristique importante a
prendre en compte lors de la sélection des cultures probiotiques pour une utilisation ultérieure
dans les produits laitiers fermentés (Doleyres, 2003).

La lactase retrouvée au niveau membranaire des bactéries du yaourt, est trés facilement attaquée
par les acides biliaires (sécrétés lors de la digestion) (Robin et Rouchy, 2001).

La résistance des probiotiques aux sels biliaires de fagon a arriver vivants sur leur lieu d’action
qui est I’intestin est une notion trés importante pour le caractére probiotique, ainsi, il a été
rapporté que les souches humaines naturellement adaptées a notre environnement digestif sont
les plus résistantes (Hermann, 2011).

IL.2.2. La résistance a I’acidité gastrique

La sécrétion gastrique constitue le premier mécanisme de défense contre la majorité des micro-
organismes ingérés (Drouault et Corthier, 2001). L'aliment dans lequel les bactéries sont
ingérées influe sur leur taux de survie dans le tractus digestif. Il est en effet bien établi que les
produits laitiers fermentés ont un fort pouvoir tampon dans 1’estomac qui a pour effet de protéger
les bactéries (Drouault et Corthier, 2001). De plus, un enrobage résistant au suc gastrique
permettra aux souches d'arriver intactes dans l'intestin (Hermann, 2011).
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I1.2.3. .L’adhésion aux cellules épithéliale

Une propriété importante des bactéries probiotiques réside dans leur capacité a adhérer aux
parois intestinales. En effet, ceci leur confeére une compétitivité avantageuse dans le but de
résider a long terme dans le gros intestin (Doleyres, 2003).

Les lactobacilles probiotiques assurent une régénération de la muqueuse digestive inflammée qui
se trouve ainsi relaxée et apaisée (Fanos et Bielory, 2008).

La surface épithéliale de I’intestin est essentielle pour ’absorption des substances nutritives et
constitue également une barriére entre le corps et I'environnement externe qu’est la lumiére
intestinale (Drouault et Corthier, 2001).

Les probiotiques améliorent ainsi I’utilisation de la ration alimentaire de maniére indirecte en
agissant sur la microflore intestinale ou au niveau des cellules épithéliales du tube digestif de
I’hdte. Les probiotiques stimulent I’activité enzymatique des microorganismes, permettant ainsi
une meilleure assimilation des aliments ingérés. Ils stimulent également 1’activité lactase,
invertase et maltase des cellules épithéliales du tube digestif (Robin et Rouchy, 2001).

I1.2.4. .La production de substances antimicrobiennes

A coté des composés comme les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne et le diacétyle, les
bactéries lactiques des levains inhibent les germes indésirables en produisant des bactériocines
(Rizk, 2005).

La présence dans le colon de lactobacilles probiotiques en quantité suffisante permet une
acidification du milieu, ce qui a pour effet d'inhiber la prolifération des bactéries nocives par
effet de compétition (Fanos et Bielory, 2008).

La croissance de St. thermophilus et Lb. bulgaricus est symbiotique produisant rapidement de
Pacide lactique qui inhibe la croissance des bactéries putrifactives (Grattepanche, 2005). La
sécrétion de bactériocines (peptides ou protéines ayant une activité antibactérienne) joue un rdle
dans la conservation des produits (Soustre, 2009).
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Chapitre I11: La microencapsulation des ferments thermophiles

IIL.1. Définition et objectifs

L'encapsulation est un procédé physico-chimique ou mécanique qui vise le piégeage d’une
substance dans un matériau afin de produire des particules avec des diameétres de quelques
nanometres & quelques millimétres (Burgain et al,, 2011).

La microencapsulation est généralement destinée a préserver la viabilité des microorganismes,
tels que les cultures probiotiques, dans les aliments et le tractus gastro-intestinal (Grattepanche,
2005).

La microencapsulation est une technologie puissante qui a été développé pour une utilisation
dans l'industrie alimentaire qui permet la protection des cellules bactériennes. Cependant, des
cellules probiotiques microencapsulées exigent un traitement spécifique, étapes qui compliquent
la fabrication du produit alimentaire et augmentent son cofit (Burgain et a/., 2011).

La microencapsulation est un des moyens efficace pour protéger les cellules viables des micro-
organismes probiotiques et c'est un processus dans lequel des cellules sont maintenues dans une
matrice d'encapsulation (Bueno et a/., 2010).

I11.2.Les différents méthodes d’encapsulation

Les techniques d'encapsulation appliquées aux probiotiques pour I'utilisation dans la production
de lait fermenté ou la production de biomasse peuvent étre classées en méthodes d’atomisation,
d’emulsification et d'extrusion.

111.2.1.Méthode d’atomisation

Les cellules probiotiques se trouvent dans une solution qui est pulvérisée en phase vapeur d'un
liquide cryogénique tel que l'azote liquide. Cette étape génere une dispersion de gouttelettes
congelées. Gouttelettes congelées sont ensuite séchées dans un lyophilisateur (Burgain et a/.,
2011).

Malgré les nombreux avantages de la méthode de séchage par atomisation, la haute température
nécessaire pour faciliter 1’évaporation de I’eau baisse la viabilité des probiotiques et réduit leur
activité dans le produit fini (Rokka et Rantamak, 2010).

111.2.2.Méthode d’emulsification

Le principe de cette technique est basé sur la relation entre la phase discontinue (suspension
bactérienne plus solution colloidale) et la phase continue (grand volume d’huile végétale). Un
agent de solidification (chlorure de calcium) est ensuite ajouté a I'émulsion.

La technique de I'émulsion est facile et donne un taux de survie élevé de la bactérie. L'émulsion
est une procédé permet la production des microcapsules de taille varie selon la vitesse
d'agitation et le rapport eau / huile. Les billes de gel peuvent étre introduites dans une seconde
solution de polymere pour créer une couche de revétement qui procure une membrane. La
polymérisation inter faciale est utilisée pour encapsuler des micro-organismes afin d'améliorer
leur productivité en cours de fermentation (Burgain et o/, 2011).






IT1.3.Les applications industrielles de I’encapsulation

En raison des nombreux avantages offerts par I'encapsulation :

e Le microorganisme piégé peut étre utilis€ a profit pour la production de produits laitiers
comme le yaourt, fromage et des produits laitiers congelés, ainsi que pour la production
de biomasse (Krasaekoopt et al., 2003).

e L'encapsulation des composants bioactifs peut &tre utilisée dans de nombreuses
applications dans I'industrie alimentaire: réaction de 1’oxydation, des saveurs, de
couleurs et de masquage des odeurs, fournissant soutenue et la libération contrdlée, la
durée de vie de probiotique, etc. (Burgain et al., 2011).

III .4. Les avantages de I’encapsulation

De nombreux défis existent lors de I'examen microencapsulation de cellules vivantes
probiotiques comme la sélection des souches probiotiques pour son avantages pour la santé et de
la quantité besoin d'avoir des effets positifs (Gbassi, 2010 ; Burgain et a/., 2011) :

e La stabilité des cellules au cours des étapes de traitement et de stockage et enfin, les
effets sur les propriétés sensorielles de ’aliment ;

e Encapsulation est utilisée pour protéger les cellules contre un effet négatif de
l'environnement plus une libération controlée ;

e Afin d'améliorer la survie des probiotiques, par exemple, I'amidon granulaire améliore la
viabilité des cultures au cours du séchage et de stockage ;

e Permet de contrdler la libération de la substance encapsulée.

IIL5. Les effets de microencapsulation

La limitation des transferts de masse dans les matrices d’immobilisation crée un environnement
adverse pour le développement des cellules. Ces conditions peuvent s’apparenter & des stress
environnementaux tels qu’un pH acide, un manque de nutriment et 1’absence d’oxygene pour
certains microorganismes aérobies stricts (Grattepanche, 2005).

Les bactéries possédant des capacités d’adaptation aux stress remarquables, la physiologie et la
morphologie des cellules peuvent ainsi présenter des comportements trés différents selon
qu’elles sont immobilisées ou sous une forme planctonique. ont ainsi observé le passage d’un
métabolisme homofermentaire a hétérofermentaire chez des cellules de Lb. plantarum
immobilisées durant une fermentation continue (Grattepanche, 2005).
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I1. Matériel et Méthodes
I1.1.Matériel

Pour la réalisation de différentes parties expérimentales, on s’est servi du matériel suivant :
I1.1.1.Les souches bactériennes

Les especes de bactéries lactiques d’origine locales ( Beurre de brebis) , utilisées au cours de
cette étude ont été identifiées par des techniques de microbiologies classique couplée & un
logiciel API LAB (Idoui, 2008). Il s’agit de souches thermophiles a usage industriel et qui sont :

e Ferment mixtes F1: Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp
bulgaricus

o Ferment mixtes F2: Streptococcus salivarius ssp thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii ssp bulgaricus.

Les especes de bactéries lactiques d’origine industrielle nous ont été fournies par le responsable
de la laiterie Igilait, wilaya de Jijel. Il s’agit de :

e Ferment industriel de type I (I1) : YC/CHR HANSEN 666/819D.37.8.106.

e Ferment industriel de type II (12) : CHR HANSEN.

Les souches bactériennes de référence ont été utilisées pour 1’étude de I’activité antibactérienne
des ferments, il s’agit des souches suivantes :
o Klebsiella sp;
E.coli;
Bacillus subtilis ;
Staphylococcus aureus |
Listeria monocytogenes.

I1.1.2. Les sels biliaires et I’alginate de sodium de gard alimentaire (Louis Francois)
Les sels biliaires de provenance Institut Pasteur d’Alger ont été utilisés pour I’étude du
pouvoir des ferments lactiques ; locales et intistriels, microencapsulées et libre a résister a cet
inhibiteur dans un milieu liquide
L’alginate de sodium c’est un matrice utilisée pour réalisation de la micrencapsulation . Les
alginates se présentent sous forme poudreuse de granulométrie tres fine et de couleur blanchétre.
I1.1.3.Le tissu d’iléum
Apreés le sacrifice d’un poulet de chair, la partie iléale ainsi qu'une partie du colon ont été isolées
afin d’étudier la capacité des ferments locaux et industriels & adhérer in vitro a ces tissus.
I1.1.4. Pancréatique
Dans cette étude nous avons utilisés I’enzyme pancréatique la gamme pharmaceutique «Swiss
herbar® »
I1.1.5. Les milieux de culture
Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, il s’agit des
milieux suivants :

e Milieux MRS (Man- Rogosa-Sharp) liquide et gélose ;

e Gélose et bouillon nutritive ;

o Gélose A/B;

e Gélose et bouillon hybersaccharosé ;



e Gélose triglycéride ;
e Milieu YMA ;
e Lait écrémé.

IL.1.6. Les produits chimiques et les réactifs
e Violet de gentiane, fushine, lugol, alcool: pour la coloration de gram ;
Cristal violet 0,5% filtré : pour la coloration du tissu d’iléum et la coloration
des billes de microencapsulation ;
La soude de NaOH a (1/N) et (3/N), acide acétique pour I’ajustement de pH ;
La soude dornic (N/9) et phénophtaléine a1% : pour la détermination de ’acidité ;
Acide sulfurique, phénol, éthanol : pour le dosage des exopolysaccharides ;
L’huile a immersion pour 1’observation microscopique ;
Xylene: pour le teste de hydrophobicité ;
Sulfate de cuivre : pour le teste de lipolytique ;

Vp I solution alcoolique d’a-naphtol ;
Vp II solution aqueuse de soude16%.

I1.1.7. Les tampons

Tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) ;
Solution de Ringer;

Tampon phosphate urée sulfate magnésium ;
Chlorure de calcium (0,05M);

Tampon phosphate 1M (k,HPO,, kH ,POy);
Eau physiologique stérile.

I1.2.Méthodes

I1.2.1. Revivification des souches et estimation du rapport Stthermophilus / Lb.
bulgaricus (St / Lb)

Revivification des souches : Pour vérifier et contrdler la composition de ferments thermophiles
locale et industriel, on a réalisé une coloration de Gram.

Les souches ont été cultivées sur le bouillon MRS et incubée a 37°C pendant 24h, le
développement des bactéries se traduit par un trouble et une pastille blanche au fond de tube.

La pureté des souches a été vérifiée sur gélose MRS. Les boites de Pétri contenant la gélose
MRS préalablement coulée et solidifiée ont €té ensemencées par stries, 1’incubation a été faite a
37°C pendant 24h, la souche est dite pure si on obtient des colonies homogénes et blanche de
méme forme, méme taille. Enfin, pour confirmer encore une fois la pureté des souches, on a
réalisé une coloration de Gram.

Rapport St/ Lb : Chaque bouillon MRS a été ensemenceé par un des ferments locales codés F1
et F2 et industriel type I (11) et type II (12).

Aprés incubation 4 37°C pendant 24h, une micro- dilution jusqu’a 107 a été réalisée. Le
nombre de cellules viables de chaque souche thermophile a été déterminé par usage de la cellule
de Malassez.



I1.2. 2.Etude comparative des aptitudes technologiques des ferments thermophiles
locaux et industriels

11.2.2.1.Pouvoir acidifiant

Ce pouvoir permet de déterminer I’activité métabolique de microorganismes acidifiants par
titration de I’acidité.

La méthode utilisée est basée sur la mesure de I'évolution du pH dans un lait écrémé reconstitué
a 12% pasteurisé et refroidis a la température d’ensemencement (Hariri et /., 2009).

On a commencé tout d’abord & préparer quatre tubes contenant chacun 9 ml de lait et 1ml de
ferment. Aprés une incubation & 37°C pendant 24h, le contenu de chaque tube a été transvasé
dans un flacon contenant 200 ml du lait.

Détermination du pH : Le pH a été déterminé directement en utilisant un pH métre, en
plongeant 1’électrode dans un bécher contenant 20 ml de I’échantillon (Hariri et al., 2089).
La valeur du pH a été lu directement sur écran du pH metre.

Détermination de Pacidité : Les dosages d’acidité sont faits chaque 2h d’incubation. Pour le
dosage proprement di, 10 ml de lait est transfere dans un bécher , puis ajouté de 5 gouttes de
phénolphtaléine( reconstituée a 1% dans I’alcool ), cette inoculum est titré avec de la soude
domic jusqu’ au virage au rose pale persistant (Hariri et al., 2009).

Les résultats sont exprimés en dégrée Domic (°D) selon la formule suivante (ou 1°D
correspond 4 0,1 g /litre d‘acide lactique de lait) :

V neon ; volume de NaOH utilisée pour titrer 1’acidité contenu dans les 10ml de lait fermenté.

11.2.2.2. Pouvoir aromatisant

Pour réaliser ce test, chaque tube contenant du lait stérile a été ensemencé par un des ferments.
Aprés incubation et coagulation du lait, on ajoute les réactifs de Vogues- Proskaeur VP et
VPII, on homogénéise et on laisse reposer.

La présence d’arome est révélée par [’apparition d’un halo rouge.
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I1.2.3.6.Adhésion au tissu épithélial

Pour faire le test de la capacité des ferments a effets probiotique de s’adhérer a 1’épithélium
intestinal. La méthode de Lin et a/. (2007) qui comporte trois étapes, a été impliquée :

Préparation des cellules épithéliales : Avant de mettre en ceuvre le test d’adhésion, un segment
de I’iléum d’un poulet a été ouvert et laver avec du tampon phosphate salin stérile (PBS pH 7.2),
puis tenu dans le PBS 4 4°C pendant 30 min pour €tre laver. Par la suite, les tissus ont été repris,
laver 10 fois avec PBS puis laisser au repose a 4°C pendant 3h.

Les cellules ont été récupérées en grattant la surface tapissant 1’intestin par une lame stérile. Des
dilutions décimales ont été réalisés jusqu’a 107, cette suspension cellulaire a été examiné par
microscope pour assurer qu’elle n’était pas contaminée et que la concentration des cellules
épithéliales est approximativement de 5x10* cellules /ml.

Préparation de ferment jeune: Des cultures bactériennes jeunes ont été centrifugées a
60000trs /10 min et le culot de chaque culture a été récupéré dans 2 ml de PBS suivis d’une
observation microscopique (G x100). Le nombre a été ajusté approximativement a 10°
cellules /ml.

Réalisation du test : 1ml de chaque culture a été mélangé avec 1ml de la dilution 10* de la
suspension des cellules épithéliales déja préparée.

Aprés une incubation a 37°C pendant 40 min, une préparation de frottis et une coloration au
cristal violet (0,5%) pendant 5 min a été réalisée pour observer I’adhésion au microscope
optique. Le test est considéré comme positif, si le nombre de bactéries adhérées est supérieur a
15.

I1.2.3.7. Activité inhibitrice des surnageant

Ce test a été réalisé selon la technique de diffusion des puits préconisée par Allouch et al.
(2010).

Les boites de Pétri ont été coulées et solidifiées (20ml de milieu gélose nutritive). Ce milieu
gélosé, a été recouvert avec 7 ml de méme milieu préalablement ensemencé avec 0,7 ml de la
suspension de la souche indicatrice de dilution 10,

Des cultures bactériennes jeunes de 18 h ont été soumises a une centrifugation a 6000 trs / 10
min ensuite, les surnagent ont été filtrés sur un millipores (0.22pm). Les filtrats ainsi obtenus
ont été divisée en deux volumes dont le premier est dit surmagent natif, le deuxieme a été ajusté a
pH 6,5 est dit surnagent neutre.

Puis des puits ont été confectionnés sur la gélose (quatre puits de diamétre de 4,5 mm) et chaque
puits regoit par la suite 50pl de surnagent de chaque ferments. L’incubation a été faite pendant



18 a 24 heures, a 37 °C en anaérobiose, afin d’éviter la présence de I’air nécessaire a la
production de peroxyde d’hydrogene.

La lecture de I’activité inhibitrice de chaque surnageant a été faite par la mesure du diameétre
d’inhibition autour du puits, exprimée en mm.

IL1.2.3.8. Activité antagonistique des ferments thermophiles

Ce test consiste a étudier I’activité inhibitrice des bactéries lactiques vis—a-vis des souches de
références. La méthode décrite par Allouch et al. (2010) a été appliquée.

On applique la méme technique déja décrite lors de U'étude de P’activité inhibitrice des
surnageant (I1.2.4.7), sauf que les puits ont ét¢ remplacés par des disques de papier Wattman
stérile imbib¢ par 50ul de cultures de chaque ferments.

I1.2.4.Encapsulation des ferments thermophiles locaux et industriels

I1.2.4.1. Procédure de micro-encapsulation

La technique d'extrusion a été utilisée pour la micro encapsulation des ferments tel que décrit par
Mirzaei. (2012).

Les ferments ont été cultivées dans le boillon MRS a 37°C pendant 18h puis les cellules sont
recueillies par centrifugation (4000trs / 3 min), le poids du culot a été pesé avant de le laver une
fois avec de I’eau physiologique stérile et suspendu dans 2 ml de I’eau physiologie stérile. 1ml
de chaque suspension bactérienne a été¢ mélangé avec 9 ml d’une suspension de ’alginate de
sodium a 1,5 %. Le mélange ainsi obtenu a été introduit dans une seringue stérile

La gélification est faite comme suit : la suspension a été coulé en goutte & goutte dans la solution
de coagulation CaCl, (0,05 M) préalablement refroidie ; avec un comptage des billes ; les billes
formées étaient ensuit laissées 30 min sous une agitation douce afin de compléter 1’échange
ionique Na™" - Ca™, toutes ces opération étaient réalisées aseptiquement.

Les billes ainsi obtenues étaient alors lavées 02 fois avec de 1’eau distillée stérile afin d*éliminer
I’exces de calcium.

11.2.4.2.Estimation de nombre moyen de cellules dans chaque capsule

Confirmation de la réussite de la micro-encapsulation : Pour confirmer la réussite du procédé
de micro-encapsulation, et que chaque bile contient un nombre de cellule, on a réalisé une coupe
fine d’une capsule prélevée au hasard et coloré par le violet de gentiane.

Estimation de nombre de cellules par capsule : Pour cette estimation, on a prélevé une capsule
au hasard. Apres la lyse dans le tampon phosphate, et & partir de cette solution, on a réalisé des
micro-dilutions. Le nombre de cellule a été€ estime par usage de la cellule de Mallassez.
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I1.2.4.3. Etude des aptitudes technologiques des ferments locales et industriel
encapsulés dans une matrice alimentaire

11.2.4.3.1 .Pouvoir acidifiant

Pour la mesure de pH des milieux contenant le micro-organisme encapsulé, un pH métre a été
employé. L'évaluation d'acidité a été mesurée par la méthode de titration en utilisant du NaOH
(0,IN) (Buenol et al., 2010).

Le pH et I’acidité ont été déterminés selon les mémes techniques déja décrié en II.2.2.1 mais on
a utilisé 5 biles pour ensemencé le lait écrémé.

I1.2.4.3.2. Pouvoir protéolytique

Sur bouillon YMA : Pour métre en évidence cette activité, le bouillon YMA a été ensemencé
par 05 biles de chaque ferment. La protéolyse a €té€ révélée par une clarification du milieu aprés
une incubation a 37°C pendant 48h.

Sur le bouillon MRS au lait écrémé : Pour la détection de cette activité, le bouillon MRS
additionnée de lait écrémé a 10% a été ensemence par 05 biles pour chaque ferment suivis d’une
incubation a 37°C pendant 48h. La protéolyse a €té€ révélée par une clarification du milieu.

11.2.4.3.3. Pouvoir texturant
La méme technique décrite en IL.2.3.5 a ét¢ appliquée avec les ferments encapsulés.

I1.2.4.4. Etude des aptitudes probiotiques des ferments locaux et industriels
encapsulés

Pour I’étude de la résistance des ferments encapsulés a I’acidité, aux sels biliaires et au stimulus
stomaco — duodénal, nous avons appliqué les mémes techniques décrites avec les ferments libres.






II1. Résultats et Discussion

IIL1.Revivification des souches et rapport de St. thermophilus /Lb. bulgaricus
St/ Lb)

La coloration de Gram, a montré la présence de deux types de bactéries 4 Gram positif. Ces
bactéries, sont des bacilles droits et des coques.

Les résultats du dénombrement des cellules de chaque ferment sont groupés dans le tableau
02. Ces résultats définissent le rapport entre St. thermophilus et Lb. bulgaricus.

Tableau 02 : Résultats de dénombrement des cellules des quatre ferments

ax 4 1>
12 20 18
F1 33 05
k2 46 07

Les résultats obtenus montrent que le nombre de Lb. bulgaricus des ferments industriels est
strictement supérieur a celui des ferments locaux. Ces résultats, nous ont poussés a séparer et
purifier les souches de nos ferments locaux afin de se rapprocher du rapport St/Lb des
ferments industriels.

Apres la confirmation de la pureté de chaque souche, on a dénombré les cellules viables de
chaque ferment individuel (usage d’une cellule de Malassez). Les résultats obtenus sont
groupés dans le tableau 03.

Tableau 03: Nombre de St. thermophilus et Lb. bulgaricus aprés la purification.

P - 11

F2 13 10

Pour se rapprocher du rapport St/Lb des ferments industriels, on a mélangé 1,5 ml de la
culture de St. thermophilus avec lml de la culture de Lb. bulgaricus dans 5 ml de bouillon
MRS, c’est un rapport idéal pour la reconstitution des ferments mixtes locaux (F1, F2). Cette
mixture est I’équivalent de 2,5 ml de chaque ferment industriel (I1, 12) dans 5 ml de bouillon
MRS.

Les ferments ainsi reconstitués vont servir pour le reste des tests.





















I11.3.Aptitude probiotiques des ferments

IIL.3.1.Tolérance des ferments a Pacidité

L’étude de I’exposition prolongée des ferments locaux et industriels aux conditions acides
similaires a celles de 1’estomac a été réalisée par incubation dans le milieu MRS 4 différents
pH pendant 2 h.

Les résultats obtenus, illustrés par la figure 05 montrent une bonne viabilité pour tous les
ferments dans le milieu MRS & pH 6,5. L’analyse de cette figure montre 1’existence d’une
viabilité continue des ferments locaux et industriels sur ce milieu.

De méme, le taux de survie chez tous les ferments locaux et industriels est important. Le
ferment local F2 et I’industriel I2 ont donné une bonne croissance apres 2 h d’incubation et
le nombre de cellule dépasse 31.5 et 33x107 cellules/ml respectivement.

S B
35

20
15
10

F1 F2 1 12
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Figure 05 : Croissance des ferments locaux et industriels sur le milien MRS pH 6,5.

Cependant les résultats de I’effet du milieu pH 2,5 sur la viabilité des ferments (Figure 06)
ont montré que les ferments possédent une tolérance variable aux acides. L’analyse de cette
figure, montre une baisse de la croissance du ferment locale F1 et industriel 12 apres 2h
d’incubation.

Cependant, on trouve que le ferment F2 présente une meilleure résistance, car il donne une
croissance aprés 2 h d’incubation qui est reflétée par une augmentation du nombre de cellules
(30,5 x 10’cellules /ml).

Donc, le ferment locale F2 composé de St. salivarius ssp thermophilus et Lb. delbrueckii ssp
bulgaricus est le plus tolérant aux conditions acides.













































D’apres les résultats illustrés par la Figure 16, le pourcentage de viabilité aprés 2 heures
d’incubation sur milieu MRS pH?2 différe d’un ferment & un autre. La meilleure tolérance est
celle du ferment F2 (100%), ce demnier donne une croissance sur ce milieu hostile, par contre
une perte en cellules estimée a 28.23%, 11.95% et 25.02% a été obtenue avec les ferments F1,
I1 et I2 respectivement. Cependant, le dénombrement de cellules viables encapsulées a
montré une protection significative des cellules contre 1’agressivité du milieu acide 4 pH 2.

Figure 16 : Croissance des ferments locaux et industriels
encapsulés sur milieu MRS pH 2.

Le dénombrement des cellules viables encapsulées montre que le milieu acide affecte la
survie méme apres ’encapsulation des cellules mais de maniére générale, tes cellules persiste
viable aprés 2 h d’incubation. Gbassi (2010), a montré a travers une étude que les bactéries
encapsulées dans les billes pourront survivre si un pH acide de 1’ordre de 1,8 était retrouvé au
niveau gastrique chez ’homme. De méme, Nan chen et a/. (2005), ont trouvé a travers une
étude que la microencapsulation avec de 1'alginate de sodium assure la bonne protection des
probiotiques a l'essai liquide acide gastrique.

111.4. 2.2. Résistance aux sels biliaire

Le but de cette expérience est d’étudier I’effet de I’encapsulation des ferments sur la tolérance
aux sels biliaires. Les résultats illustrés par la figure 17, montrent une perte de viabilité pour
I’ensemble des ferments et sous les deux formes. Cependant, il apparait que les cellules
piégées du ferment encapsulé I1 présentent la meilleure résistante aux sels biliaires en milieu
a pH 6.5 avec un taux de réduction nul par contre celles des ferments F1, F2 et 12, montrent
des taux de survie respectifs de 48.7%, 55,31% et 43,25%.

En outre, séchées par pulvérisation les capsules peuvent étre enrobées par une couche
supplémentaire afin de donner une protection contre l'environnement acide de l'estomac ou
pour réduire 1'effet nuisible de sels biliaires.
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Annexe [
Composition des milieux de cultures, tampon, réactifs et colorants

«  Bouillon MRS

PEPLONE .. .ottt ettt st eea 10g
Extraitde viande.................ooiiiis e 10g
Extrait de levure. .. ......ooo ottt i e S
GIUCOSE ... e e e e, 208
Tween80 . B U U OO POUUROOPRRUORRRUOUR ¢ |
Phosphate dlpota331que ........................................................................................... 2g
Acétate de sodium... U PUTORURUR. -
Cltrated’ammomum 2¢g
Sulfate de magnésium. .. ..........cooveiiiveeiee et e i e i, 028
Sulfate de manganése ................ceooeeiiiiiiiii e e . 0,058
Eaudistillé ..........cooiii e e e .. 1000m1

=  Milieu YMA (Yeast MllkAgar)
Peptone... e S PRSP RURUPPRUUPOTRTRP | -4
Extraltdelevure O S £ -
Laltecreme Ig
Eaudistillée. ... .. ..o e e e e e i ie e e 1000ml

= Milieu hypersaccharosé
Bactropeptone. ... ... e 2,58
Extrait de viande..........cccooooviiiiiiirie e 10g
Extrait de leVure..........o.ot ittt e e e e, 38
SaCChArOSE ... ... i e 1908
NACL o e g
Eaudistillée............oo oottt i e e e 1000m1

= Gélose A/B
Extrait de viande..............coooi ittt e e e, 8
Eaudlstﬂlee e e e e e et 1000
Pourpredebromocresole e e e et 0,006%

= Gélose au triglycéride
Extrait de viande.............oooiiiii it i e e e e e, 38
Extrait de levure.......o..ooee ittt e e e e, O
Triglycéride. .. ... oo i e eesesrsreneenene. 108
Baudistillée.............coooii it eeeeeeeeeeeeeceeeseee e, 1000m



= PBS (Phosphate Buffer Saline)

N L o e
Eau diStill€e. .. ... oo e e

*  Sulfate urea magnesium sulfate buffer
KoHPO43HLO oo e e e e e

KH,PO,.

Urée .. .
MgSO4 7H20
Eau distillé..

» Solution de Ringer

NG L e,
Bau distillée ... ..o e

= Tampon phosphate (1M)

Tompan dipotassique...
Tompan monophosphate

= Tampon dlpotaSSIque
K 2HPO4 Ceeeens
Eau dlstlllee e

" Tampon monophosphate
KH ,POs;...
Eau dlstlllee

CaClz
Eau dlstlllee .

= Sels blhalres a 10%
Sels
biliaires....

Bt iSHILEE ... ....... .o\ oot

= Sécrétion duodenale
NaCl..

PaARC I . .. oo e e e et e e e e e e
NaOH 8 0, 2N i et e e e e e e e e

= Lait écrémé stérile a 12%

Lait écrémé en POUATE. .. ... oou it iitet e e e e et et e e e e e e
Bau distill€e ... ....oe et o e e e e e e

=  Violet de Gentiane

. Chlorure de sodlumCaClz (0 OSM)

10,9g
3.2¢g
90g
1000ml

22.2¢g
7,26g
1,8¢g
0,02g
1000ml

0,42¢g
0,48¢g
0,2g
1000ml

1,5ml
38,5ml

17,41g
1000ml

3,6g
1000ml

5,5¢g
1000ml

10g
1000ml
2g

10g

10g
250ml

12g
100ml










































