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Introduction

Introduction

Des études récentes suggerent le rble considérable joué par le microbiote intestinal
dans I’apparition de différentes maladies, qui sont souvent accompagnées d’un déséquilibre
de la flore intestinale, c’est le cas pour le diabéte, 1’obésité et les syndromes inflammatoires
intestinaux (Tremaroli et Backhed, 2012 ; De Vadder et al., 2014 ; Woting et Blant,
2016).

Pour rétablir 1’équilibre du microbiote, I'apport de probiotiques par voie orale est une
méthode de choix (Fernanda, 2017) et les deux genres Bifidobacterium et Lactobacillus sont
les probiotiques les plus importants (Anal et Singh, 2007). Des efforts tres remarquables ont
été investis dans le but de comprendre et de prouver les effets bénéfiques de l'utilisation des
bactéries probiotiques pour traiter divers problémes de santé publique qui s’étendent des
maladies gastriques jusqu'a la dermatite; Les formulations de probiotiques développées ont

été destinées aux traitements par voie orale ou voie topique (Lannitti et Palmieri, 2010).

Cependant, les facteurs environnementaux, notamment un faible pH et une
température élevée (Fang et al., 2017) ainsi que les conditions difficiles du passage gastro-
intestinal, c'est-a-dire, le pH acide, les enzymes digestives et les sels biliaires (Fernanda,
2017) constituent des obstacles empéchant les probiotiques incorporés dans les boissons et les
aliments d’atteindre ’intestin. Dans ce cas la micro-encapsulation des cellules est nécessaire

pour maintenir leur viabilité (Fernanda, 2017).

L’engouement pour 1’encapsulation des probiotiques remonte aux années 1980. En
effet, les premiers travaux publiés portaient sur les ferments lactiques du yaourt, a savoir
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Ces espéces lactiques ont éte

trompées dans des hydrogels d’alginate de calcium (Prevost et al., 1985).

Les ¢études et les recherches dans le domaine de 1’encapsulation ce sont, le plus
souvent, concentrées sur une variété d’ingrédients bioactifs de natures diverses par exemple
les enzymes, les vitamines, principes actifs médicamenteux, les cellules dérivées du pancréas
ou du foie, etc. Cependant, peu d’études ont été consacrées a la protection des probiotiques
par encapsulation, a la libération des probiotiques encapsulés dans des modeles mimant le
systeme digestif et la stabilité des systémes de protection mis en place (Chandramouli et al.,
2004).
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L'encapsulation peut étre réalisée par diverses méthodes et techniques qui fournissent
le piégeage, 1’isolement et la protection ou la libération controlée des matériaux sensibles ou
bien des principes actifs (composés volatils) a travers la matiere environnante. La technique
d'encapsulation est choisie en fonction de l'utilisation prévue pour la formulation finale, qui
peut varier en fonction de la forme, de la taille ou méme de la nature de la capsule
(Abdallaoui, 2018).

Cette étude a pour objectif 1’évaluation de I’efficacité de deux polymeéres « alginate et

carraghénane » dans I’encapsulation d’une souche probiotique.

Le mémoire sera divisé en deux parties, une synthése bibliographique relative au sujet
abordant la définition et le réle des probiotiques et une partie pratique relatant les méthodes
utilisées pour I’encapsulation de la souche et les résultats obtenus. Enfin, les conclusions

auxquelles le travail a abouti ainsi que les perspectives dégagées seront énumérées.
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1. Définition des probiotiques

Le terme probiotique vient des deux mots grecs « pro » et « bios » qui signifient
littéralement « en faveur de la vie » contrairement au terme antibiotique: « contre la vie »
(Gournier-Chateau et al., 1994). Selon la définition approuvée par 1’Organisation Mondiale
de lIa Santé (OMS) et I’Organisation des Nations Unies (ONU), les probiotiques sont « des
microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, procurent des

effets bénéfiques pour la santé de I’hote » (FAO/WHO, 2002).

2. Criteres de sélection des probiotiques

Pour satisfaire a la définition de « probiotique », la sélection de nouvelles souches doit
tenir compte d’un certain nombre d’éléments relatifs a la survie, la colonisation de I'n6te et
leurs avantages pour sa santé et aux aspects technologiques (Ravi et al., 2014).Plusieurs

criteres majeurs de sélection in vivo et in vitro ont été établis et maintenus (Tableau I).

Tableau I.Principaux critéres utilisés pour la sélection des souches probiotiques (Alegre,
2009)

e Historigue de non pathogénicité
(GRAS)

e Souche d’origine humaine

e Souche caractérisée par des méthodes

_ _ phénotypiques et génotypiques

Criteres de sécurité e Souche déposée dans une collection de
cultures internationale

e Aucune possibilité de transmission de
génes de résistance aux antibiotiques

e Tolérance a I’acidité gastrique

e Tolérance a la bile

e Antagonisme vis-a-vis des pathogenes
Criteres et production de substances

Fonctionnels antimicrobiennes

e Adhésion a diverses lignées de cellules

intestinales et /ou au mucus
e Stimulation du systéme immunitaire

Critéres e Stabilité au cours des procédés de
Technologiques production et dans le produit fini
e Conservation des propriétés

probiotiques aprés production.
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2.1. Identité de la souche

Parmi les critéres liés a la sécurité, I’identification, la caractérisation et la taxonomie
de la souche est une étape trés importante dans 1’établissement de nouvelles souches
probiotiques (Holzapfel et al.,2001). Toute souche doit étre identifiée par des techniques
moléculaires fiables et crédibles a une nomenclature adaptée (FAO/WHO, 2002 ;
Gueimonde et Salminen, 2006). L’hybridation ADN-ADN est une méthode de référence
pour I’identification de I’espeéce d’une souche, mais cette méthode est longue et nécessite une
large collection de souches comme références. Le séquengage de I’ADN codant pour I’ARN
ribosomal 16S est considéré aussi une technique pertinente avec combinaison a des tests

phénotypiques pour une meilleure confirmation (FAO/WHO, 2002).

2.2. Origine et innocuité de la souche

L’interaction spécifique de la souche bactérienne avec 1’hote est meilleure lorsqu’elles
proviennent du méme habitat, pour cette raison 1’origine de la souche est importante
(Alvarez-Olmos et Oberhelman, 2001). Les souches probiotiques doivent étre inoffensives
pour I’hdte. Pour cela les souches potentiellement probiotiques doivent étre évaluées afin
d’éviter les effets secondaires comme: les infections systémiques, I’activité métabolique
nuisible, la stimulation immune excessive et le transfert de génes (exemple genes de
résistance aux antibiotiques) (FAO/WHO, 2002).

2.3. Tolérance de la souche

Pour assurer un aspect fonctionnel optimal, les souches probiotiques doivent survivre
jusqu’a leur site d’action. Néanmoins, il existe une controverse concernant ce critere par
rapport a D’effet sur le systtme immunitaire. Il est bien montré que méme les cellules
bactériennes mortes ont une aptitude a apporter des effets bénefiques physiologiques
(Sanders, 2003), mais la définition actuelle des probiotiques prend en considération le
parametre de viabilité (FAO/WHO, 2002). Les probiotiques doivent résister en premier lieu a
I’environnement acide de I’estomac (un pH compris entre 2 et 3,4) et & la bile sécrétée dans le
duodénum avant d’atteindre par la suite le tractus intestinal (Dunne et al., 2001 ; Gueimonde

et Salminen, 2006). Le degré de tolérance a ces conditions et de survie des probiotiques
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ingérés dans les différentes parties du tractus gastro-intestinal varie d’une souche a une autre
(Havenaar et Huis in’t Veld, 1992).

2.4. Adhésion de la souche

La capacité d’adhésion a la muqueuse intestinale fait également partie des propriétés
de base que les souches probiotiques doivent posséder (Saarela et al., 2000 ; Tuomola et al.,
2001). Cette adhésion met en contact direct les bactéries et les cellules épithéliales comme
elle permet d’augmenter le temps de rétention des probiotiques dans I’intestin (Gueimonde et
Salminen, 2006). Par conséquent, les probiotiques avec un pourcentage élevé d'adhérence
peuvent stimuler le systéme immunitaire et empécher les agents pathogénes de se greffer sur

les cellules épithéliales intestinales par un mécanisme compétitif (Saarela et al., 2000).

2.5. Qualité technologique

Du point de vue technologique, les souches probiotiques doivent posséder certaines
qualités permettant leur culture facile a des densités cellulaires élevées, tout en conservant
leurs propriétés biologiques et leur stabilité lors de la production et du stockage (Champagne
et al., 2005). Ce qui fait que de nouvelles technologies sont disponibles pour produire des
souches probiotiques a haute viabilité et fonctionnalité (Lacroix et Yildirim, 2007).

3. Roéle des probiotiques

Le mécanisme d’action des probiotiques repose sur le renforcement de la réponse
immunitaire (spécifique et non spécifique) de 1’hote, la compétition pour les sites de liaison et
la production de substances antimicrobiennes a 1’égard des agents pathogénes (Singh et al.,

2013).La figure 01 résume les principaux effets bénéfiques rapportés.
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Amélioration de la ( Réduction des produits \ Aug.mentation de la valeur

digestion du lactose du catabolisme éliminés mtritionnelle (bonne

(sécrétion de lactase) par le foie et le rein digestion et absorption des
\ ) minéraux et vitamines

Prévention des infections
intestinales (virus,
Helicobacter pylori..) et
urogénitales

Bonne croissance et le
bien-étre

Influence positive sur la
flore intestinale

Régulation de la Prévention de : ostéoporose,| | Modulation du systéme

motilité intestinale cancer, hypertension et immunitaire

(constipation, syndrome athérosclérose (réduction du Réduction de I'inflammatio
irritation intestinale) taux de cholestérol) ou des réactions allergiques

Figure 1. Principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Amrouche, 2005).
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1. Historique et définition de ’encapsulation

C’est en 1931 que deux chercheurs chimistes (Bungenburg de Jong et Kaas)
découvrirent la coacervation, qui est un phénoméne physique qui permet de créer des
systéemes colloidaux, ce qui a conduit aux premiers tests d’encapsulation (Boh, 2007).
L’encapsulation se définit comme le processus par lequel des substances liquides, solides ou
gazeuses sont piégées dans des microcapsules qui libérent leur contenu d’une manicre

contrdlée sur une période de temps prolongée (Champagne et Fustier, 2007).

2. Intérét de I’encapsulation

L’intérét de D’encapsulation est différent d’un domaine a un autre (alimentaire,

pharmaceutique, cosmétique...), mais en général I’encapsulation permet de :

v Immobiliser ou isoler

L’immobilisation est fréquemment utilisée pour les cellules microbiennes (Zhu, 2007).
Le confinement de ces cellules au sein d'une membrane semi-permeéable est réalisé en les
isolant physiqguement de l'environnement extérieur, tout en maintenant un environnement
interne adapté a leur croissance et a leur métabolisme pour une activité optimale (Poe et al.,
2006).

v Protéger

Divers composeés actifs sont fragiles et doivent étre protégés du milieu extérieur. A cet
effet I’encapsulation leur permet de s'affranchir des contraintes de I’application, c’est
I’exemple des vitamines E et C qui sont souvent encapsulées car elles sont sensibles a la
dégradation par la lumiére, la chaleur ou I’oxygene (Dubernet et al., 1991 ; Stevanovi¢ et
al., 2007).Comme il est possible d’utiliser cette activité en domaine médical, pour

I’encapsulation des bactéries probiotiques par exemple (Chéavarri et al., 2010).

v Libérer d’une maniére controlée
Généralement le but de 1’encapsulation est de minimiser les pertes en assurant une
libération contrélée du principe actif encapsulé. Un des exemples est I’industrie textile du
coton qui utilise des insecticides encapsulés, comme la citronnelle et les huiles essentielles
(Specos et al., 2010).
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v' Structurer
L’encapsulation des composés liquides dans des microparticules solides favorise
I’obtention de modification de 1’état physique du composé actif qui passe d’une forme liquide

a une forme solide (Fuchs et al., 2006).

3. Méthodes d’encapsulation

L'encapsulation de principes actifs dans des matériaux de support peut étre réalisée par
plusieurs méthodes (Digambar et al., 2017) parmi lesquelles on a :

3.1. Séchage par pulvérisation (spray drying)

Le séchage par pulvérisation sert de technique de micro-encapsulation lorsqu'une
matiére active est dissoute ou suspendue dans une solution fondue ou polymere et se retrouve
piégée dans la particule séchée. Le principal avantage de cette technique est la possibilité de
manipuler des matériaux labiles en raison du court temps de contact dans le séchoir
(Vidhyalakshmi et al., 2009). Des bactéries probiotiques microencapsulées par le processus
de sechage par pulvérisation en utilisant la gomme arabique et la B-cyclodextrine, comme
matériaux d’enrobage, ont montré une tolérance remarquable a la chaleur (environ 80°C) et

aux conditions du tractus gastro-intestinal (Arslan-Tontul et Erbas, 2017).

3.2. Séchage par refrigération ou congélation (spray chilling/ congealing)

C’est une méthode peu colteuse, simple et polyvalente pour produire des
microparticules sans utiliser de solvants organiques ou aqueux (Bertoni et al., 2018). Les
particules issues de la pulvérisation réfrigérante sont de bons vecteurs pour les probiotiques,
une viabilité allant jusqu'a 90 jours en un environnement salin a été observée (Bampi et al.,
2016).
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3.3. Séchage sur lit fluidisé (fluidized-bed) et enrobage (coating)

Le processus d'enrobage est largement utilisé dans I'industrie pharmaceutique, il fait
partie de I'un des procédés industriels les plus anciens pour former de petits granulés ou
comprimés enrobés. Les particules sont agitées dans un dispositif, tandis que le matériau

d’enrobage est appliqué lentement (Vidhyalakshmi et al., 2009).

3.4. Inclusion

C'est la seule technique d'encapsulation réalisée au niveau moléculaire, I’inclusion est

réalisée par des cyclodextrines, généralement des B-cyclodextrines (Risch, 1995).

3.5. Coacervation

Cette technique est fréquemment considérée comme une méthode originale et véritable
dans le processus d’encapsulation (Risch, 1995). La micro-encapsulation par coacervation
comprend la formation de trois phases non miscibles ; une phase de fabrication liquide, une
phase de matériau de noyau et une phase de matériau de revétement. Des techniques
thermiques, de réticulation ou de désolation sont appliquées pour rendre le revétement rigide

et former les microcapsules (Suganya et al., 2017).

3.6. Liposomes

C’est une technique appliquée en industrie pharmaceutique en premier lieu pour
¢tudier la production de médicaments. Les liposomes sont constitués d’une phase aqueuse
entourée d’une membrane basale en phospholipides, lorsque ses derniers sont dispersés au

milieu aqueux, les liposomes se forment (Risch, 1995).

3.7. Co-cristallisation

C’est une méthode d’encapsulation simple et économique, qui peut faire intervenir par
exemple I’inclusion du composé a I’intérieur de cristaux de saccharose (Jackson et Lee,

1991).
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4. Matériaux d’encapsulation

Il existe un trés vaste choix en termes de matériaux d’encapsulation, les plantes et les
algues comme matériaux organiques et naturels, les polyacrylamides comme matériel

synthétique et les matériaux inorganiques tels que le dioxyde de silicium (SiO2).

Le procédé d’encapsulation pose de grands défis, cela est di a la matrice
d’encapsulation qui doit étre a la fois biocompatible et assure la survie cellulaire en
fournissant les conditions nécessaires : pH, force ionique et douces températures. Ce qui fait

que les hydrogels naturels sont intéressants (Fernanda, 2017).

La sélection des différents types de matériaux d'encapsulation dépend généralement
des propriétés fonctionnelles des microcapsules et du procéde d'enrobage utilise. Les
matériaux couramment utilisés pour I'encapsulation des micro-organismes probiotiques
comprennent la k-carraghénane, l'alginate, l'acétate phtalate de cellulose, I'amidon modifié, le
chitosan, le gellan, le xanthane, la gomme arabique et les protéines animales (lait, gélatine)
(Iravani et al., 2014). Les tableaux Ila et IIb illustrent les matériaux d’encapsulation
cellulaire les plus couramment utilisés et ils sont corrélés avec les techniques d’encapsulation

décrites précédemment.
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Tableau lla. Corrélation entre les technologies d’encapsulation et la taille des capsules,
matériaux d’encapsulation actuels, avantages et désavantages (Haffner, 2017)

Technique Taille Agents Avantages Contraintes et
habituelle | d’encapsulation désavantages
des les plus courants
capsules
Inuline,gomme 1. Production de masse 1. Perte de viabilité
i d’acacia, gomme de | 2. Processus continu cellulaire due aux
Séchage par . . L ) .
pulvérisation caroube, amidon, | 3.Monodispersité du | températures élevées
protéines de soja, | matériau 2. Principalement utilisé
524150 um protéines de | 4. Bien établi dans | avec des suspensions
lactosérum, lait | I'industrie  alimentaire | aqueuses, c'est-a-dire que
écrémé, chitosane, | pour d'autres applications | le matériau de la coquille
alginate 5. Peu colteux doit étre soluble dans
I'eau.
Beurre de cacao, | 1. Production de masse 1. Charge plus faible (10-
Huile de palme | 2. Processus continu 20%) par rapport au
202200 um | (75% gras), 3. Technique | séchage par pulvérisation
Spray- cooling Huile de palmiste | d'encapsulation la moins | (5-50%)

(80% gras)

coliteuse
4.  Configuration &

températures douces

2. L'ingrédient encapsulé
peut étre a la surface et
en contact avec
I'environnement.

3. Difficulté a retarder la
libération de l'ingrédient
hydrosoluble pendant

plus de 30 minutes.

Lyophilisation

Amidon, protéine

de soja, caséine,

protéines de
lactosérum, lait
écrémé.

1.Excellent  matériau

séché final convenant a

la plupart des
applications
alimentaires
2.Convient aux
matieres sensibles

comme les probiotiques

1. Des colts élevés

2. Dommages
cellulaires avec
formation éventuelle

de cristaux Si
l'opération n'est pas
effectuée correctement

3. Besoin éventuel de

cryoprotecteurs
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Tableau I1b. Corrélation entre les technologies d’encapsulation et la taille des capsules,

matériaux d’encapsulation actuels, avantages et désavantages (Haffner, 2017)

Spray- Coating

Gomme-

1. Controle de la

libération par l'ajout

1. Peut introduire des forces
qui peuvent endommager les
cellules

5uma 1 mm i de différents | 2. Bien que la température soit
laque, graisse N
revétements plus basse, l'exposition peut
2. Augmentation de | étre plus longue, tout comme
la  stabilitt au | I'exposition a l'oxygene.
stockage
1. Technique facile 1. colt élevé de la mise a
Inuline, «- 'é
. 2. Taux de survie échelle
200nma 1 carraghénane
e ' habituel des 2. polydispersité du matériau
Emulsification mm alginate

bactéries élevé

3. variation de la forme du

matériau

4. Les forces de cisaillement
prolongées peuvent causer des

dommages aux cellules

Liposomes

Quelquesnm a

quelques um

Phospholipides

1. Améliorer les
problémes  de
godt (par ex.

encapsulation de la

saveur)

2. Fournir  une

bonne protection aux

agents sensibles

3. Peut transporter

des molécules

hydrophobes et
hydrophiles dans la
méme cargaison.

4. Muco-adhésion

1. Technique la plus
colteuse et la plus complexe
parmi celles décrites dans
cette section.

2. Elle utilise des solvants
organiques

3. Les formulations sont
conservées  en  solution
aqueuse de dilution

4. Problémes de stabilité a
température élevée et

ambiante ainsi qu'a faible pH
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Encapsulation des probiotiques

1. Méthodes les plus employées

1.1. Extrusion

C’est la méthode la plus ancienne, simple et la moins couteuse, le procedé le plus
courant dans la production des capsules hydrocolloides avec des opérations douces qui
minimisent la liaison cellulaire et la viabilité des cellules probiotiques (Mortazavian et al.,
2007).Cette  technique permet wune rétention d’un nombre ¢élevé de cellules
microbiennes(Chandramouli et al., 2004).La micro-encapsulation par extrusion consiste a

lancer une émulsion au niveau du noyau et du matériel d’enrobage (Jackson et Lee, 1991).

1.2. Emulsion

Cette technique a montré une réussite remarquable en micro-encapsulation des
bactéries lactiques, elle peut étre mise facilement a I’échelle et au diametre des billes
produites. D’un autre coté elle est plus couteuse en la comparent a la technique d’extrusion a

cause de la nécessité d’utilisation d’une huile végétale (Mortazavian et al., 2007).

C’est une technique chimique adaptée dans 1’encapsulation des cellules vivantes qui
utilise les hydrocolloides (carraghénane, pectine et alginate) en tant que matériaux
d’enrobage, la viscosité, la concentration et la vitesse d’agitation de la solution hydrocolloide

régule le diamétre des microbilles (Kavitake et al., 2017).

La figure 2 illustre les deux techniques d'encapsulation les plus utilisées, a savoir

I'extrusion et I'émulsion.
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Suspension
microbienne Solition
colloidale
l MELANGE
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5 M
T
R U
Huile
4 o L
3 +——Mélange
I R Agitateur
. |
N C e Solution
A v"' gélifiante
B
SOI uti on ' ......................
gélifiante 0
N
Agitateur Agitateur

Figure 2.Procédés d’encapsulation des microorganismes par les techniques d’extrusion et
d’émulsification (adapté de Krasaekoopt et al., 2003)
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2. Contraintes de ’encapsulation des probiotiques

Dans le cas d’un procédé d’encapsulation des probiotiques, il faut tenir compte de la
fragilité et de la nature sensible des cellules vivantes. Par conséquent, le choix de la méthode
et des matériaux d’encapsulation est important comme aussi 1’utilisation des solvants non
aqueux est a éviter. La sélection des biopolymeéres doit satisfaire certaines propriétés.
L’objectif majeur de I’encapsulation est la protection des probiotiques, ce qui fait que la
matrice de protection doit étre non toxique, inerte et compatible avec la structure de la cellule
vivante. En second lieu, la matrice doit posséder la propriété d’assurer au probiotique la
résistance lors du passage par la barriere de 1’estomac. En dernier, il est nécessaire que la
matrice soit biodégradable. L’acide acétique par exemple est utilis¢€ comme agent d’enrobage
des probiotiques comme il est souvent utilisé pour la dissolution du chitosane, puisque ce

polymeére se dissout en milieu acide (Krasaekoopt et al., 2004).

L’efficacité de 1’encapsulation s’illustre dans le maintien de la survie dans les
conditions du transit digestif des cellules encapsulées dans 1’aliment véhicule. A cet effet, le
polymére d’encapsulation doit posséder des propriétés chimiques permettant une
décomposition apres passage de I’intestin gréle, ce qui n’est pas toujours réalisable. En outre,
les sécrétions pancréatiques qu’ils subissent dans 1’intestin gréle peuvent altérer la viabilité

des cellules probiotiques (Rahali, 2014).
2.1. Les capsules d’alginate

L’alginate est le biopolymere le plus utilisé dans 1’encapsulation des probiotiques vu
ses propriétés intéressantes: Sa composition simple, la non-toxicité, facilitté de sa
biodégradabilité, et biocompatibilité, son codt faible et surtout sa sensibilit¢ a une large
gamme du pH [1-8] (Praepanitchai et al., 2019).C’est un polysaccharide naturel extrait de
différentes espéces d’algues, il est composé¢ d’acide B-D- mannuronique et d’acide a-L-
guluronique (figure 3) (Vincent, 2010 ; Burgain et al., 2011). Sa chaine polymérique varie
en distribution de séquences et en quantité en fonction de la source de I’alginate (Burgain et
al., 2011).

L’utilisation de 1’alginate est limitée a cause de la stabilité physique faible en présence

d’antigels (Mortazavian et al., 2007).
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COONa
OH
OH NaOOC OH
-0 ~0
HO HO
HO OH OH
p-D-mannuronate (Blocs M) a-L-guluronate (Blocs G)

Figure 3. Monomeres composant la chaine alginate (Vincent, 2010)

Il est recommand¢ d’utiliser des capsules d’alginate dans des milieux a base de lait
comme les créemes liquides et les yaourts, ceci en raison que les perles de gel peuvent
maintenir leurs structures dans ces milieux, du fait de la disponibilité d’ions de sodium qui
peuvent réduire la fuite des cellules a partir de la structure des perles de gel. D’autre part, les
environnements avec forte acidité et les agents chélateurs sont déconseillés pour ce type de

capsules (Hansen et al., 2002).

Parmi les inconvénients attribués a [’utilisation des alginates leur sensibilité aux
environnements acides (Mortazavian et al., 2008). Il a également été rapporté que les billes
sont poreuses et cela présente un désavantage pour la protection des cellules de leur
environnent (Gouin, 2004). De méme, les probiotiques a simple enrobage d’alginate ont

tendance a étre sensibles et perdre leur viabilité (Chavarri et al., 2010).
2.2. Les capsules de carraghénane

Le carraghénane est un polysaccharide préparé par extraction alcaline d'algues rouges
(Rhodophycae), principalement des genres Chondrus, Eucheuma, Gigartina et Iridaea
(Campo et al., 2009).

En raison de leurs propriétés gélifiantes, épaississantes et stabilisantes, les
carraghénanes sont largement utilisés dans l'industrie alimentaire. Principalement, leur
application concerne les produits laitiers et carnés puisque ils se caractérisent par un degre
élevé de liaison aux protéines alimentaires. Il existe trois principales variétés de
carraghénanes, qui different par leur degré de sulfatation. Le kappa- carraghénane a un groupe
sulfate par disaccharide. L’Iota-carraghénane contient deux sulfates par disaccharide. Le A -

carraghénane contient trois sulfates par disaccharide (Benabid et al., 2016).
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La structure du A—carraghénane est donnée en exemple sur la figure 4

e OH
OSSO,
7 =2 S
- O
| OSSO HO (-
O3S 0O = =l &

Figure 4. Représentation de la structure chimique du carraghénane- A (Chopde et al., 2014).

Pour I’encapsulation des probiotiques par I’une des méthodes (extrusion ou émulsion),
le polymere de carraghénane est mélangé avec les cellules microbiennes a une tempeérature de
40°C a 50°C suivie d’un refroidissement a température ambiante pour assurer la gélification

des particules formées (Digambar et al.,2017).

L'encapsulation des cellules probiotiques dans les billes de k-carraghénane maintient
un état de viabilité pour ces bactéries (Dinakar et Mistry, 1994), mais les gels produits sont
fragiles et ne sont pas en mesure de résister aux conditions du transit gastro- intestinal (Chen
et Chen, 2007).

2.3. Inconvénients de ’encapsulation

Le stockage a long terme présente divers stresses pour les bactéries lactiques micro-
encapsulées comme la chaleur, la famine, 1’oxydation ou 1’osmose (Papadimitriou et al.,
2016). En cas de I’application des bactéries encapsulées dans des procédés biotechnologiques,
ce stress a un effet direct sur elles d’une maniére a les pousser a réduire la synthése d’ADN
ce qui entraine la modification de leur état physiologique et par conséquent, elles peuvent

perdre certaines de leurs fonctionnalités (Weimer, 2011).
3. Exemples d’applications

Il a été rapporté que Lactobacillus casei NCDC 298 micro-encapsulé dans des billes
d'alginate a montré un certain taux de survie plus élevé que celui des cellules libres a un pH
faible de (1,5), sous traitement thermique d’environ 55, 60 et 65°C et une concentration

élevée de sels biliaires (Mandal et al., 2006).
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Les cellules de Lactobacillus acidophilus non encapsulée subissent facilement une
mortalit¢é dans des conditions environnementales désagréables, telles qu’un faible pH
gastrique et des températures élevées pendant la pasteurisation, par rapport aux perles
d'hydrogel comprenant un échantillon d’isolat de protéine et d'alginate (Fang et al., 2017).
Lactobacillus reuteri DSM17938 encapsulée dans des billes de chitosane-alginate a réussi a
sauvegarder ses propriétés fonctionnelles comme elle a montré une meilleure résistance aux

conditions de stress rencontrées dans le traitement des aliments (De Prisco et al., 2015).

De méme, I’encapsulation de Lb. plantarum dans un concentré de jus de mangue sous
le processus de pasteurisation a montré une bonne tolérance aux conditions thermiques (72°C
pendant 90 s). Des perles d’hydrogel a base d’alginate et de protéines de yaourt ont montré

un résultat de résistance similaire (Fang et al., 2017).

18



Partie pratique



Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Souche utilisée

Une souche de Lactiplantibacillus plantarum a été utilisée dans cette étude. Il s’agit
d’une souche de la collection des souches microbiennes du laboratoire de Microbiologie
Appliquée. Elle a été isolée de figues de barbarie (Barache et al., 2020) identifiée par
spectrométrie MALDI-TOF et caractérisée quant a ses propriétés probiotiques.

1.2. Milieux de culture et polymeres utilisés

1.2.1. Milieu de culture

e Gélose MRS (de Man, Rogosa et Sharpe ; Sigma-Aldrich, Allemagne)
¢ Bouillon MRS (Conda-Prondanisa, Espagne)

1.2.2. Polymeres

e Polymeére de carraghénane de type iota (Symbiosis, Chili).

e Polymeére d’alginate de sodium (Symbiosis, Chili).

2. Méthodes

2.1. Revivification de la souche et standardisation de I’inoculum

La souche étant congelée & -80°C, une revivification est nécessaire pour 1’activer. Pour
cela, la souche a été ensemencée dans 5 mL de bouillon MRS et incubée a 37°C/24 h. Cette
¢tape a ¢été suivie d’un deuxiéme repiquage dans le méme bouillon et une re-incubation a

37°C/24 h.

Au terme de la période d’incubation, un ensemencement en stries a été réalisé sur gélose
MRS. Les boites de Peétri sont par la suite incubées a 37°C/72 h. A D’issue de la période
d’incubation, un repiquage de deux colonies est effectué¢ dans du bouillon MRS. Ce dernier a
¢été incubé a 37°C/18 h. Au terme de la période d’incubation, un dénombrement de la souche a
été effectué par ensemencement de 1 mL des dilutions 1077 et 10%, en masse, dans de la gélose

MRS. Les dilutions décimales ont été réalisées dans de 1’eau physiologique stérile (9 g/L
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NaCl) en portant 1 mL de la culture bactérienne dans un tube de 9 mL d’eau physiologique
(10Y), puis & partir de ce dernier 1 mL a été transféré dans le deuxiéme tube de 9 mL d’eau

physiologique (10?) et ainsi de suite jusqu’au 8™ tube (10°).

Apres incubation le dénombrement a été réalisé selon la formule suivante (Guiraud,
2003):

o >c

o V(ﬁL + 0,172, )d

N : Nombre d'UFC par gramme ou par mL de produit initial.

> C : somme totale des colonies comptées.

nl : nombre de boites comptées dans la premiere dilution (la plus faible).
n2 : nombre de boites comptées dans la seconde dilution (la plus forte).

d : taux de dilution a partir duquel les premiers comptages ont été obtenus.

v : le volume de solution déposée

2.2. Préparation des solutions d’enrobage : Alginate et carraghénane

2.2.1. Préparation des solutions I’ Alginate

Plusieurs solutions d’alginate a différentes concentrations (1,3% ; 1,5% ; 2,5% ; 3,0 %
et 3,5% ; m/v) ont été préparées dans de 1’eau distillée stérile afin de sélectionner une

concentration idéale pour I’obtention de capsule de taille et la forme bien définies.
2.2.2. Préparation des solutions de Carraghénane

En se référant au travail réalisé par nos camarades (Ziane et Moghraoui, 2021), le
carraghénane a été préparée aux deux concentrations de 1,3% et 1,5% qui avaient montreé les

meilleurs résultats de formation de capsules.
2.3. Préparation des solutions durcissantes : CaCl; et KCI

Deux sels ont été testés CaCl, et KCI a différentes concentrations.
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2.3.1. Préparation de la solution de Chlorure de calcium (CacCly)

Deux solutions de CaCl; ont été préparees a deux molarités différentes : 0,1M et 1M et
stérilisées par autoclavage (120°C/20min).

2.3.2. Préparation de la solution de Chlorure de potassium (KCI)

Deux solutions de KCl a 0,1M et 1 M ont été préparées et stérilisées par autoclavage
(120°C/20min).

2.4. Essais de formation des capsules d’alginate et de carraghénane

Des essais de formation de capsules avec les différentes solutions des deux polymeéres
et des deux solutions de CaCl, (0,1 et 1 M) et de KCI (0,1 et 1 M) ont été réalisés en utilisant

la technique d’extrusion, les essais sont résumés dans le tableau Il ci-dessous :

Tableau 111 : Essais de formation de capsules avec les différentes solutions des deux
polymeres et des deux solutions durcissantes

Solutions durcissantes [Alginate] [Carraghénane]
CaCl,0,1 M 1,3 % (m/v)
CaCl; 1M 1,5 % (m/v) 1,3 % (m/v)
KCI 0,1 M 2,5 % (Mm/v)
KCI1M 3,0 % (m/v) 1,5 % (m/v)
3,5 % (m/v)

2.5. Encapsulation de la souche de Lactiplantibacillus plantarum

2.5.1. Dénombrement de la souche avant encapsulation

Un dénombrement avant encapsulation a été effectué pour la culture bactérienne
fraiche de 18 h par une série de 8 dilutions décimales dans de I’eau physiologique stérile (0,9
% NaCl, m/v) et ensemencement des deux derniéres dilutions dans de la gélose MRS comme

décrit plus haut.
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2.5.2. Encapsulation de Lactiplantibacillus plantarum dans le polymeére

d’alginate par la technique d’extrusion

Pour réaliser 1’encapsulation, un volume de 1 mL de la culture bactérienne a été
introduit et mélangé avec 9 mL de la solution du polymére d’alginate de (1,5 %) a
température ambiante. Par la suite, le mélange homogénéisé a été aspiré avec une seringue
stérile de 1 mL (Insuliss, Algérie/30G) puis par la force exercée manuellement sur le piston de
la seringue, le mélange tombe goutte a goutte dans 10 mL de la solution durcissante de CacCl>
(1 M) sterile. Ce processus se poursuit jusqu'a épuisement du contenu du tube contenant le

mélange du polymere et la souche bactérienne.

Une fois le mélange éepuise, les capsules formées ont été séparées de la solution de

CaCl; a I’aide d’un filtre stérile puis rincées avec de 1’eau physiologique stérile.

De méme, 9 mL de la solution d’alginate (2,5 %) ont ét¢é mélangés avec 1 mL de la
suspension bactérienne dans un tube stérile. Le mélange a été aspiré et les mémes étapes
décrites précédemment ont été suivies jusqu’a la récupération des capsules en utilisant une

solution durcissante de CaCl,0,1M.

2.5.3. Encapsulation de Lactiplantibacillus plantarum dans le polymére de

carraghénane par la technique d’extrusion

Dans un tube stérile, 1 mL de la culture bactérienne a été introduit dans 9 mL de la
solution de carraghénane 1,3 % (m/v) maintenues a 40°C. Le mélange a par la suite été aspiré
par une seringue de 1 mL (Insuliss, Algérie/30G). Grace a la seringue, le mélange a été versé
goutte a goutte dans un bécher stérile contenant 9 mL de la solution durcissante (KCI 1M).
Les capsules ainsi formées ont été récupérées a 1’aide d’un filtre stérile puis rincées avec de

I’eau physiologique stérile.

En paralléle, la méme opération a éte réalisée avec une solution de carraghénane a

1,5% (m/v) en utilisant du CaCl> 1M C comme solution durcissante.
2.5.4. Denombrement de la souche apres encapsulation

Un dénombrement a été réalisé dans le filtrat résiduel apres récupération des capsules
pour déduire le nombre de cellules non encapsulées, les dilutions 10 et 10 ont servi au

dénombrement comme décrit plus haut.
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2.6. Résistance aux conditions simulées du tractus gastro-intestinal

2.6.1. Résistance des cellules aux conditions simulées du tractus gastro-

intestinal

» Reésistance a I’acidité gastrique
Un volume de 1 mL de la culture bactérienne de 18 h a été introduit dans 9 mL de
tampon KCI-HCI (pH =2, annexe 1) stérile et incubé a 37°C/3 h. A I’issue de la période
d’incubation, un dénombrement a été effectué en utilisant les dilutions 107 jusqu'a 107

comme décrit précédemment.

> Résistance aux sels biliaires
Un volume de 1 mL de la culture bactérienne de 18 h a été introduit dans 9 mL d’une
solution stérile de tampon phosphate (pH = 8, annexe 1), additionnée de sels biliaires (0,3 %,
m/v), puis incubé a 37°C/4 h. Aprés incubation, une série de dilutions décimales (101-10%) a
été réalisée et un ensemencement de 1 mL des dilutions 10~ jusqu'a 107 dans la gélose MRS

a été effectué suivi d’une incubation 37°C/ 48 h.

2.6.2. Résistance des capsules aux conditions simulées du tractus gastro-

intestinal

Les capsules des deux polymeres récupérées aseptiquement par filtration ont eté
introduites séparément dans les deux tampons : tampon phosphate+sels biliaires (pH=8) et

tampon KCI- HCI (pH=3) pour tester leur résistance a 1’acidité gastrique et aux sels biliaires.

» Capsules d’alginate
Les capsules d’alginate 1,5 % (m/v) et 2,5 % (m/v) récupérées apres 1’encapsulation
ont été introduites séparément dans 9 mL de tampon phosphate+sels biliaires (pH=8) et dans
le tampon KCI- HCI (pH=3) puis incubées a 37°C/3 h. Durant I’incubation, la persistance et la
forme des capsules ont été visuellement vérifiées. Au terme de la période d’incubation, les
capsules ont eté éliminées et un dénombrement des cellules bactériennes a été effectue dans la

solution résiduelle comme décrit plus haut en utilisant les dilutions 10 jusqu'a 10°.
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» Capsules de carraghénane
Les capsules de carraghénane 1,3 % (m/v) et 1,5 % (m/v) récupérées apres

I’encapsulation ont ¢été traitées comme décrit pour les capsules d’alginate.
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1. Résultats de ’encapsulation

1.1. Formation des capsules

Les essais de formation des capsules ont été réalisés en utilisant :

- Deux polymeres différents a savoir [’alginate ou le carraghénane et a des

concentrations différentes (Tableaux I et I1),

- Deux solutions durcissantes (KCIl ou CaCl;), a deux différentes concentrations
(Tableaux IV et V).

Tableau 1V. Aspect des capsules formées en utilisant ’alginate avec la solution de KCI ou

CaCl; et a différentes concentrations.

[Solution
durcissante]

[Alginate] (m/v)

Résultats et observations

1,3 % - Formation d’un gel d’alginate facile a aspirer
par Daiguille de la seringue ;

CaCl21 M 1,5% - Formation de capsules de forme sphérique
(petite taille avec 1,3) apres quelques secondes
de contact avec la solution durcissante.

2,5 % - Apparition de capsules de taille moyenne
apres quelques secondes en contact avec la
solution durcissante.

3,0% - Formation d’un gel d’alginate difficile a
aspirer par 1’aiguille de la seringue ;

3,5 % - Formation de capsules bien distinctives, de
forme sphérique et de grande de taille.

KCI1M 1,3;15;25;30;35% |- Aucune formation de capsules observée,
dissolution immédiate des gouttelettes de gel.

1,3% - Formation de plus petites capsules de forme
sphérique bien déterminée.

CaCl20,1 M 15 % - Formation de capsules bien visibles.

2,5% - Formation d’un gel d’alginate facile a aspirer
par Daiguille de la seringue ;

-Formation plus rapide des capsules avec une
forme sphérique bien déterminée.

3,0 % - Apparition de capsules grandes et bien
formees.

3,5 % - Formation de grandes capsules.

KCI0,1 M 1,3;15;25;3,0;35% |- Dissolution immédiate des gouttelettes du gel

en contact avec la solution durcissante.
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TableauV. Aspect des capsules formées en utilisant le carraghénane avec la solution de KCI
ou CaCl; et a différentes concentrations.

[Carraghénane] [Solution Résultats et observation
m/v durcissante]
CaCl; 0,1 M - Formation d’un gel de carraghénane facile a

aspirer par ’aiguille de la seringue ;

- Formation de capsules de forme sphérique bien
définie, de méme taille que celles formées avec
I’alginate.

CaCl: 1M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par I’aiguille de la seringue ;

- Formation de capsules de forme sphérique plus
1,3% grandes que celles de 1’alginate.

KCI 0,1 M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par 1’aiguille de la seringue ;

- Formation de petites capsules sphériques.
KCI1M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par ’aiguille de la seringue ;

- Apparition de capsules de taille moyenne et de
forme sphérique.

CaCl; 0,1 M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par I’aiguille de la seringue ;

- Formation de petites capsules de forme

irréguliere.
CaCl21M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par I’aiguille de la seringue ;
1,5% - Une meilleure formation de capsules
KCI 0,1 M Formation d’un gel de carraghénane facile a

aspirer par I’aiguille de la seringue ;

- Apparition de capsules de forme bien définie.
KCI 1M - Formation d’un gel de carraghénane facile a
aspirer par I’aiguille de la seringue ;

- Apparition de petites capsules.

D’aprés les résultats (Tableaux IV et V), I'utilisation du KCI n’a pas permis la
polymérisation de 1’alginate. Par contre, avec le CaClz, des capsules d’alginate ont pu étre
obtenues aussi bien a 0,1 M que 1 M. Cependant, les concentrations d’alginate 1,5% et de
2,5 % avec la solution durcissante de CaClz (0,1 M) et (1M) respectivement ont donné les
meilleurs résultats par rapport aux dimensions et la forme de capsules formées avec le
polymeére d’alginate. D’autre part, des capsules de carraghénane ont été visibles aussi bien en
utilisant le KCI que le CaCl.et ce quel que soit leur concentration. Ceci a été déja rapporté
par Mortazavian et al. (2007) qui affirment que I’ajout d’ions monovalents comme le

potassium sous forme de KCl conduit a 1’établissement de capsules de carraghénane.
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En comparaison a I’alginate, le carraghénane aussi bien a 1,3 % qu’a 1,5 % a permis
I’obtention des capsules avec une forme sphérique bien définie. Ce résultat est différent de
celui rapporté dans la littérature. En effet, il a été rapporté par Afzaal et al. (2019) que le
diametre des capsules préparées avec de l'alginate de sodium (2,0 %) était plus élevé que celui
des capsules de carraghénane (2,0 %) en utilisant du CaCl 0,1 M. Cela montre clairement que

le diameétre des capsules est affecté par le type de matériau d'enrobage et sa concentration.

Suivant la littérature, la paroi des microcapsules pourrait étre composée de divers
matériaux. Dans ce contexte, I’alginate est ’'un des polymeres les plus utilisés pour

I’encapsulation des cellules du fait qu’il a un statut de grade alimentaire (non-toxique) et il est

de faible codt (Silva et al.,2016).

La légeére différence des caractéristiques physiques des capsules formées de différents
gels est due a des facteurs comme la concentration, 1’homogénéisation, 1’¢lasticit¢ et la
viscosité spécifique a chaque gel ou la différence de distanciation entre I’origine de 1’aiguille

et le bain de gélification (Ouled-Haddar et al., 2016).

Les capsules d’alginate ont généralement une structure hétérogéne, avec un noyau
lache et une couche de surface dense, en raison de 1’hétérogénéit¢ du mécanisme de leur

gélification (Chun et al., 2014).

L’alginate de calcium a été largement utilis€é pour I’encapsulation des probiotiques a
des concentrations comprises entre 0,5 et 4,0 %. La formation de capsules de haute densité et
d’une grande résistance a été étudiée par Mortazavian et al. (2007), qui ont montré que les
ions calcium entrainent la formation de capsules plus stables avec un effet protecteur plus

important sur les cellules probiotiques, donc une viabilité plus élevée.

Dans I’¢étude de Silva et al. (2016), des capsules de forme sphérique ont été obtenues
en utilisant la technique de co-extrusion de I’alginate/gomme laque comme matériau
d’enrobage. Les microcapsules avaient des tailles homogenes. Selon ces mémes auteurs, le
seul facteur qui affecte la taille des capsules est le diamétre de 1’aguille de la seringue.
Malheureusement, en utilisant des souches probiotiques lyophilisées, le diametre de 1’aiguille

de la seringue ne peut pas étre inférieur & 450 um (Silva et al., 2016).

Dans I’étude de Mahmoud et al. (2020), I’observation sous microscopie électronique
a balayage a montré que toutes les capsules produites par extrusion en utilisant 4

combinaisons d'agents d'encapsulation, a savoir 1’alginate de sodium comme biopolymeére
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principal a des concentrations de 3,0 % et 4,0 %, combiné a un autre biopolymere adjuvant :
lait ecrémé, dextrine, chitosane ou les protéines de lactosérum dénaturées, étaient de forme
irréguliere avec une surface rugueuse et apparaissaient comme des gouttes avec une petite
queue. L’apparition de capsules de forme irréguliére en présence de carraghénane (1,5 %)/

CaCl> 0,1 M serait due a une augmentation de la fréquence du jet du gel (Silva et al., 2016).

Des capsules cylindriques ont été obtenues par Ouled- Haddar et al. (2016) avec le
kappa-carraghénane a 2,0 % et a 3,0 %, alors que celles obtenues dans notre travail avec
I’iota-carraghénane (1,3 % et 1,5 %) sont de forme sphérique bien définie. Ceci démontre que
le type de polymere utilisé et sa concentration influenceraient la morphologie des capsules

formées.

Pour remédier a ces variations morphologiques, I’utilisation de systéemes d’extrusion
automatisés permettra sans aucun doute d’améliorer et de standardiser la taille ainsi que la

forme des capsules (Ouled-Haddar et al., 2016).

1.2. Rendement de I’encapsulation de la souche de Lactiplantibacillus

plantarum subsp.plantarum

Les essais d’encapsulation de la souche probiotique ont été effectués avec les deux
polymeres : Alginate (1,5 ou 2,5 %) et Carraghénane (1,3 ou 1,5 %) en utilisant une solution
de CaCl, (0,1 et 1 M) ou une solution de KCI (1 M) comme solution durcissante. Les
rendements obtenus sont consignés dans le tableau VI et des images des capsules obtenues

sont présentées sur la figure 5.

Les résultats obtenus (Tableau VI) montrent que quels que soit le polymeére et la
solution durcissante utilisés, aux concentrations choisies, le rendement d’encapsulation est
d’environ 100 % (99,97 %). De ce fait, on peut conclure que la technique d’extrusion, en
utilisant 1’alginate ou le carraghénane comme matériau d’enrobage est trés efficace pour

I’encapsulation des souches probiotiques.
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TableauVI. Rendement d’encapsulation de la souche probiotique

[Polymere] [Solution | Taux initial Taux non Taux Rendement
durcissante] | (UFC/mL) encapsulé encapsulé (%)
(UFC/mL) (UFC/mL)
Alginate 1,5 CaCl21M 5,05 10* 9,9 108
%
Alginate 2,5 | CaCl.0,1M 2,55 10° 9,9 108
% 10° 99,97 %
Carraghénane | KCI 1M 2,30 106 9,9 108
1,3 %
Carraghénane | CaCl2 1M 3,00 10° 9,9 108
15 %

Figure 5. Aspect des capsules contenant la souche de Lactiplantibacillus plantarum
subsp.plantarum dans différentes matrices. (A) : Alginate 2,5 %, (B) : Alginate 1,5 %, (C) :
Carraghénane 1,3 %, (D) : Carraghénane 1,5 %.
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L’encapsulation a pour but de protéger les probiotiques des conditions défavorables,
mais également permettre aux bactéries encapsulées d’atteindre le tractus intestinal avec un

nombre élevé (Damodharan et al., 2017).

Les résultats de Mahmoud et al. (2020) montrent une efficacité de 94,94 % et 98,11
% d’encapsulation de cellules de Lb. plantarum avec la technique d’extrusion en utilisant
deux concentrations d’alginate 3,0 % et 4,0 % additionné avec d’autres polyméres tels que le

lait écrémé et le chitosane.

Une variation du rendement d'encapsulation a été observée dans les résultats d’ Afzaal
et al. (2019) pour l'alginate de sodium (2,0 %) et le carraghénane (2,0 %) dans une solution
durcissante de CaCl; (0.1 M). Statistiguement, le rendement des cellules de Lactobacillus
acidophilus encapsulées dans l'alginate de sodium était plus élevé que celui obtenu avec le

carraghénane (98,00 % et 96,00 % respectivement).

2. Reésistance des capsules aux conditions simulées du tractus gastro-

intestinal

La plupart des souches lactiques probiotiques sont sensibles aux conditions régnant dans
le tube digestif et subissent une réduction de leur nombre lors de leur ingestion. De ce fait,
I’encapsulation avec des polyméres résistants a ces conditions permet leur vectorisation
jusqu’au site d’action a savoir I’intestin. Afin de vérifier la résistance des capsules formées
avec les deux polymeres alginate et carragnénane, une souche de Lb. plantarum probiotique
résistante aux conditions simulées du tractus gastro-intestinal (pH=03, 0,3 % bile) a été

utilisée.

2.1. Résistance de la souche probiotique libre aux conditions simulées du

tractus gastro-intestinal

Afin de déduire la résistance des capsules, d’alginate et de carraghénane, aux conditions
simulées du tractus gastro-intestinal a savoir ’acidité gastrique (pH=3,0) et les sels biliaires
(0,3 %, m/v), un test de viabilité de la souche probiotique a été préalablement réalisé. Les
résultats obtenus ont montré une résistance a 98 et 99 % (tableau VII) de la souche utilisee

aux conditions simulées testées respectivement.

Les cellules libres perdent généralement leur viabilité dans des conditions de stress gastro-

intestinal. Moumita et al. (2017) ont observé que certaines souches de Lactobacillus
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acidophilus et Lb. plantarum ont subi un état de dormance en raison du choc acide dans

I'estomac et retrouvaient leur croissance lorsque le pH atteignait 6,0 dans l'intestin gréle.

Tableau VII. Résultats de la résistance de la souche probiotique aux conditions simulées du

tractus gastro-intestinal.

Taux initial PBS pH8+Bile (0,3 %)/4 h KCI-HCI (pH 3)/3 h
10 UFC/ml 9,9 10° UFC/ml 9,8 10° UFC/ml
100% 99 % 98 %

La tolérance gastro-intestinale est inévitable pour les probiotiques pour permettre
I'arrivée d'un nombre suffisant de cellules vivantes dans le colon pour leurs effets bénéfiques

sur la santé (Moumita et al., 2017).

Lb. plantarum ZDY 2013 a été évaluée quant a sa capacité de survie dans des
conditions de stress telles qu'une forte acidité et une concentration élevée de sels biliaires. Les
résultats ont montré que la souche probiotique peut croitre a pH 3,5 et survivre a pH 2
pendant 6 heures d’incubation et résister aux sels biliaires 0,45 % pendant une période de 3

heures (Huang et al., 2015).

Il est bien connu qu’il est nécessaire d'avoir une charge probiotique suffisamment
élevée pour que, lorsqu'elle atteint le lieu d'action dans l'intestin, il ait un nombre optimal pour
une colonisation efficace (Luca et Oroian, 2021). Les bactéries probiotiques doivent survivre
au passage gastrique, ou le pH peut étre aussi bas que 1,5 a 2,0 et elles doivent rester en vie
pendant 4 heures ou plus avant de passer dans le tractus intestinal, dans ce cas le probiotique
est considéré efficace (Gupta et Sharma, 2017). Les cellules bactériennes probiotiques
résident dans tout le systeme intestinal de I'Homme et restent plus actives dans le cdlon
(Afzaal et al., 2020).

Les probiotiques délivrés par les aliments doivent en premier lieu survivre pendant le
transit par le tractus gastro-intestinal supérieur. Lb. plantarum ZLP0OO01 a été exposée a un
fluide gastrique de pH= 2 et 3 pendant 3 h. Apres incubation, il a été observé que le liquide
gastrique a pH=2 était inhibiteur pour la souche tandis qu’a pH=3, 81,28 % est enregistré
comme taux de tolérance. D’autre part, la tolérance aux sels biliaires semble étre un caractére
important chez la souche envisagée comme probiotique, aprés 4 h d’incubation de la souche

lactique dans des solutions de sels biliaires de 0,1 ; 0,3 et 0,5 %, les résultats ont montré 85,3
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% et 61,4 % de tolérance a la bile pour les concentrations de 0,1 % et 0,3 % respectivement,

cependant elle était inhibée a la concentration de 0,5 %(Wang et al., 2011).

La viabilité des cellules bactériennes dans I'estomac et l'intestin est importante pour
obtenir les avantages souhaités des probiotiques. Une diminution instantanée a été observée
chez les cellules libres par rapport aux cellules encapsulées avec de l'alginate de sodium et du
carraghénane (Afzaal et al., 2019). L’encapsulation avec les deux types de polymeéres a un
effet significatif sur la viabilité des probiotiques dans les conditions gastro-intestinales

simulées et dans un aliment vecteur (yaourt) (Afzaal et al., 2019).

Ding et Shah (2009) ont montré que 1’encapsulation d’une souche probiotique de Lb.
plantarum, dans ’alginate, le carraghénane, la gomme de caroube ou le xanthane, a permis

d’améliorer sa viabilité lors de son exposition aux conditions gastro-intestinales simulées.

Il est connu que le pH faible et le pH élevé affectent la viabilité des probiotiques a la
fois dans les aliments vecteurs que dans les conditions gastro-intestinales (Afzaal et al.,
2020). Pour cela, la viabilité et la stabilit¢ d’une souche de Lactobacillus casei libre et
encapsulée ont été étudiées a des pH=2 et 7,5 par Afzaal et al. (2020) et les résultats ont
montré une diminution rapide du nombre de cellules non encapsulées par rapport aux cellules
encapsulées. Les deux types de matériaux utilisés (alginate de calcium et concentré de
protéines de lactosérum) ont amélioré la survie de la souche probiotique dans les conditions
intestinales simulées. L’alginate de Calcium a montré un meilleur effet par rapport aux

protéines de lactosérum.

Nos résultats montrent la résistance de la souche étudiée au pH gastrique (98 %). Ces
résultats sont meilleurs que ceux rapportés par Ouled —Haddar et al. (2016). En effet dans
leur étude, le nombre de cellules libres d’une souche de Lb. plantarum a diminué a 81 %
apres 1 h et demi d’incubation et a 47 % apres 3 h d’incubation. Par contre, 94 % et 54 % de
viabilité ont été enregistrés aux mémes périodes d’incubation respectivement pour les cellules

micro-encapsulées.

En effet, lorsque le pH diminue et 1’environnement devient acide, la viabilité¢ des
cellules libres diminue en raison du pH qui agit comme un facteur de stress sur la membrane
cellulaire des bactéries. Par conséquent, 1’aspect important de 1’encapsulation se manifeste
dans la protection des bactéries lactiques de 1’environnement acide et 1’amélioration de leur

viabilité dans les conditions normales du tractus gastro-intestinal (Rahmati, 2020).
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Les sels biliaires sont la deuxiéme barriere a traverser par les bactéries probiotiques
pour atteindre leur site d’action. La survie de Lb. plantarum en présence de 0,3 % de sels
biliaires a été évaluée pour représenter les conditions de duodénum. Les cellules ont gardé
leur viabilité a un taux d’environ 99 %. Par contre dans 1’étude d’Ouled-Haddar et al.
(2016), le nombre de cellules libres de Lb. plantarum a diminué de 8.10%° a 5.10" UFC/mL
aprés 4 h d’incubation (70 % de viabilité).

Plusieurs études ont mis en évidence la meilleure survie des bactéries encapsulées par
rapport aux cellules libres lors de l'exposition a différentes conditions létales et plusieurs
matériaux d'encapsulation ont été testés pour leur capacité a améliorer la viabilité des souches
probiotiques. Cependant, peu d'études ont porté sur la comparaison entre les différents agents
d'encapsulation dans différentes conditions difficiles (Mahmoud et al., 2020).

Le choix des matériaux de revétement appropries détermine les propriétés physiques et
chimiques des microcapsules résultantes (Chun et al., 2014). Par exemple, I’utilisation de
I’alginate est limitée du fait de sa faible stabilité physique en présence de cations anti-
gélifiants (ex. ions de sodium et de magnésium) ou d’agents chélateurs (ex. phosphate). De
plus, sous des conditions de faible pH, des matrices d’alginate cross-liées peuvent entamer
une dégradation des molécules d’alginate et par conséquent une réduction de leur masse

moléculaire, induisant une libération des ingrédients actifs encapsulés (Iravani et al., 2015).

2.2. Résistance des capsules aux conditions simulées du tractus gastro-

intestinal

Les résultats de la résistance des capsules soumises aux mémes conditions gastro-
intestinales simulées sont indiqués dans le tableau VIII. Nous pouvons constater que les
capsules retiennent les cellules aprés passage a travers l’estomac et I’intestin gréle.
Cependant, des taux cellulaires remarquables ont également été relargués dans le milieu

externe.

Quoique des amas de capsules d’alginate déformées dans le tampon KCI1-HCI pH 3 ont
été observés ce qui confirme leur sensibilité au pH acide, une meilleure rétention des cellules
dans les capsules d’alginate au pH 3 de 1’estomac (99,89 % de cellules retenues) a été notée

par rapport au carraghénane.

Il a été rapporté que les microcapsules produites avec 1’alginate pourraient présenter

une paroi avec une forte porosité, aboutissant a une perte du core des microcapsules durant le

33



Résultat et discussion

stockage (Silva et al.,2016). Ce qui pourrait expliquer le nombre appréciable de cellules qui

ont échappé dans le milieu externe apres exposition au pH 3 et au pH 8.

Tableau VIII. Résultats de la résistance de la souche probiotique encapsulée aux valeurs de

pH simulées du tractus gastro-intestinal.

[Polymere] pH | Tauxinitial | Tauxlibéré | Taux retenu Taux
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) | retenu (%)
Alginate 1,5 % 3 6,58.10* 9,89 108 99,89
8 1,78.10° 9,89 108
Alginate 2,5 % 3 . 3,8.10° 9,86 10° 99,59
8 9,910 4,77.10° 9,89 10° 99,89
Carraghénane 1,3 % 3 2,74 106 9,87 108 99,69
8 3,110° 9,86 10° 99,59
Carraghénane 1,5% | 3 4,7 10° 9,85 10° 99,49
8 2,0 10’ 9,70 108 97,97

La forme encapsulée de Lactobacillus acidophilus a montré une résistance élevée par
rapport a la forme libre. Alors que Lactobacillus bulgaricus et Lactobacillus fermentum n'ont
montré aucune augmentation de leur viabilité aprés encapsulation. Ceci montre que
I'encapsulation confere une protection aux bactéries contre les conditions de stress en fonction

du type de bactérie (Moumita et al., 2017).

Les bactéries probiotiques encapsulées montrent une plus grande tolérance lors de
I'exposition au tractus gastro-intestinal in vitro et au traitement thermique par rapport a leur
forme libre (Moumita et al., 2017).

Des ¢études ont rapporté que la survie des probiotiques encapsulés dans 1’alginate est
supérieure a celles des bactéries libres (Chun et al., 2014).11 a également éte rapporté que les
microcapsules d’alginates conservent leur restructure uniforme sphérique apres 1’incubation

dans un suc gastrique artificiel (liquide organique) de pH 2.0 pendant 2 h.(Chun et al., 2014)

Il a été rapporté que le carraghénane est un agent encapsulant capable de protéger les

bactéries probiotiques efficacement de I’influence des conditions environnementales (Elida et

al., 2020).
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2.3. Libération controlée de la souche dans P’intestin

En analysant les résultats obtenus, il en ressort une meilleure libération des cellules
retenues dans les capsules de carraghénane (1,5 %) au pH 8 de I’intestin (2,0 %). Ce qui fait
qu’a partir des 9,85 108 UFC/mL de cellules retenues aprés passage par 1’estomac (pH 3), 1,8

10" UFC/mL seront libérées dans 1’intestin.

D’aprés Moumita et al. (2017), la charge bactérienne a été plus importante dans le
bouillon de culture que dans les microcapsules aprés 4 heures de digestion ce qui montre qu'il
y a eu une libération appréciable de cellules bactériennes des microcapsules. L’alginate de
sodium présente une porosité et une sensibilité aux pH extrémes, ce qui peut intervenir a la

fois dans la libération et la protection des composés encapsulés.

Une souche probiotique de Lb. plantarum, entre autres encapsulée dans de 1’alginate,
du carraghénane et d’autres matériaux de revétement a été étudiée quant a sa tolérance a
I'acidité (pH=2/2 h) et a la bile (0,3% /8 h).Les résultats ont montré que tous les matériaux
d'encapsulation testés ont libéré de petites quantités de cellules. Toutefois, l'alginate et la
gomme de xanthane ont retenu 22,1 % et 18,6 % respectivement de cellules (Ding et Shah.,
2009).
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Conclusion

Pour que les bactéries probiotiques exercent leurs effets benéfiques, elles doivent
atteindre D’intestin gréle en quantités suffisantes. Cependant, parmi les facteurs les plus
importants qui peuvent affecter la survie des probiotiques sont la forte acidité dans la région
gastrique et la forte concentration de composants biliaires dans I’intestin proximal (Moumita

etal., 2017 ; Luca et Oroian, 2021).

Dans notre travail on a testé I’efficacit¢ de 1’encapsulation d’une souche de
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum par la technique d’extrusion dans deux
biopolymeres : alginate et carraghénane, suivie d’une exposition aux facteurs gastro-

intestinaux simulés. Au terme de ce travail, nous avons abouti aux conclusions suivantes :

- Les deux polymeres hydrocolloides, alginate et carraghénane permettent la formation
de capsules a différentes concentrations (1,3-3,5 % ; m/v) en utilisant du CaCl, aussi
bien a 0,1 que 1 M. Par contre, le KCI ne permet pas la gélification de 1’alginate, un
fait déja rapporté dans la littérature.

- Les deux polymeres (alginate 1,5 et 2,5 % et carraghénane 1,3 et 1,5 %) testes
permettent une bonne encapsulation de la souche bactérienne.

- Les capsules formées par les deux polyméres ont montré une trés bonne résistance aux
conditions simulées du tractus gastro-intestinal (pH=3 et pH=8+ 0,3% sels biliaires).

- Les capsules des deux polymeres permettent une rétention appréciable des cellules lors

du passage par le suc gastrique et leur libération dans I’intestin.

Cependant, ces conclusions restent préliminaires et des tests complémentaires doivent
étre réalisés pour leur confirmation. Pour cela, des perspectives sont dégagées, elles consistent

en:

- Repétition des essais pour la confirmation des résultats obtenus et d’une étude
statistique pour leur validation.
- Réalisation de tests de résistance des cellules et des capsules aux enzymes gastro-

intestinales (pepsine, pancréatine).
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Conclusion

Réalisation de tests de résistance des capsules dans un aliment véhicule (lait fermenté,
jus...).

Essais d’encapsulation avec les deux polyméres en utilisant d’autres techniques

d’encapsulation.
Essai d’encapsulation avec d’autres polymeres.

Réalisation de I’encapsulation in vivo.
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Annexe

Préparation du tampon phosphate+ sels biliaires
1-Préparer 100 mL d’eau distillée et verser la moitié¢ de 1’eau dans un bécher,
2- Ajouter 0,8 g de NacCl,

3-Ajouter 0,02 g de KoHPO4 (VWR Chemicals- Belgique) et 0,14 g de Na;HP4 (Biochem-

France) et assurer I’homogénéisation de la solution,
4-Ajouter 0,015 g de sels biliaires (sialchim-Algérie) a la solution,

5- Ajuster le pH final a 8 avec NaOH 3 N et compléter le reste d’eau.

Préparation du tampon KCI- HCI

1-Préparer 99,8 mL d’eau distillé et verser la moitié¢ dans un bécher,
2-Ajouter 0,74 g de KCI

3-Ajouter 0,2 mL de HCI et mélanger délicatement jusqu'a homogénéisation

4- Ajuster le pH final a 3 avec du HCl et compléter avec 1’eau restant.

Préparation de la gélose MRS

1-Préparer 1000 mL de I’cau distillée et verser la moitié du volume dans un erlenmeyer et

laisser le chauffer

2-Ajouter 68,2 g de la gélose (Granucult / Sigma-Aldrich, Allemagne) doucement sous

agitation (a I’aide d’un barreau magnétique)

3-Agiter jusqu'a dissolution, ajouter le volume d’eau restant et couvrir 1’erlenmeyer avec du

papier aluminium pour empécher I’évaporation et laisser sous ébullition.

4- Stériliser la gélose préparée a 1’autoclave (120°C/20min)
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Préparation du bouillon MRS

1- Préparer 200 mL d’eau distillée, verser environ la moitié de 1’eau dans un erlenmeyer et

laisser chauffer

2- Ajouter 10,45 g du boillon MRS (Conda-Prondanisa, Espagne) doucement sous agitation (a

I’aide d’un barreau magnétique)

3-Agiter jusqu'a dissolution, ajouter le volume d’eau restant et couvrir 1’erlenmeyer avec du

papier aluminium pour empécher 1’évaporation et laisser sous ébullition.

4- Stériliser du bouillon préparée a 1’autoclave (120°C/20min).



Résumé :

Les probiotiques sont des microorganismes qui exercent une action bénéfique sur la
santé de 1’héte, la résistance de ces derniers aux conditions simulés du tractus gastro-intestinal
pour atteindre leurs sites d’action en quantit¢ adéquate représente un défi. La
microencapsulation s’aveére une alternative potentielle afin d’améliorer le taux de survie des
probiotiques. Ce travail s’intéresse a 1’évaluation de [1’efficacité d’encapsulation de
Lb.plantarum dans 1’alginate et le carraghénane comme matériaux d’enrobages dans deux
solutions durcissantes (KCl et CaCl.: 1M ou 0,1M) en utilisant la technique d’extrusion. Les
résultats obtenues ont montrés que les deux polymeres utilisés permettent la formation des
capsules a différentes concentrations testeés(de 1,3% a 3,5%) et une bonne encapsulation de
souche bactérienne avec 1’alginate (1,5% / CaCl> 1M et 2,5% / CaCl, 0,1M) avec un taux
d’encapsulation de 99,97% , les capsules d’alginates (1,5%) ont montrés une meilleure
résistance avec un taux de rétention de 99,89% au pH=3, ceci d’une part et d’autre part une
meilleur libération de cellules retenus dans les capsules de carraghénane (1,5%) au pH=8 de
I’intestin (2%) a été observée.

Mots clés : probiotique, encapsulation, extrusion, alginate, carraghénane, Lb. Plantarum.

Abstract :

Probiotics are microorganisms that exert a beneficial action on the health of the host.
The resistance of these microorganisms to the simulated condition of the gastrointestinal tract
to reach their sites of action in adequate quantities is a challenge. Microencapsulation is a
potential alternative to improve the survival rate of probiotics. This work focuses on the
evaluation of the encapsulation efficiency of Lb.plantarum in alginate and carrageenan as
coating materials in hardening solutions of different concentrations (KCI and CaCl, 1M or
0,1M) using the extrusion technique. The results obtained showed that the two polymers used
allow the formation of capsules at different concentrations ranging (from 1, 3% to 3,5%) and
a good encapsulation of bacterial strain with alginate (1,5% / CaCl, 1M and 2,5% / CaCl;
0,1M) with an encapsulation rate of 99,97%, alginate capsules (1,5%) showed a better
resistance with a retention rate 99,89% at pH=3, on the other hand a better release of cells
retained in the carrageenan capsules (1,5%) at pH=8 of the intestine (2%) was observed.

Key words: probiotic, encapsulation, extrusion, alginate, carrageenan, Lb. Plantarum.



