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Résumé :

Les galactomannanes constituent le compose principal de la gomme de caroube issue
du fruit du caroubier, Ceratonia siliqua L. II s’agit de polysaccharides de réserve que 1’on
retrouve dans 1’endosperme translucide des graines. Ils sont désignés comme meilleurs gels
a capacité épaississante et sont, par conséquent, largement utilisés comme additif
alimentaire naturel (E410) dans de nombreuses préparations alimentaires, pharmaceutiques
et cosmétiques. Dans cette étude, nous visons 1’exploitation de cette propriété gélifiante
des galactomannanes de caroube dans la microencapsulation des bactéries lactiques afin de
les protéger des effets négatifs des conditions digestives simulées. Deux bactéries
bénéfiques sont utilisées : Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12. Leur survie a I’état libre ou encapsulée dans le gel pur de
galactomannanes de caroube ou combinés a I’alginate de sodium, au carraghénane ou au
xanthane, a été déterminée apres séjour en conditions digestives simulées in vitro
(gastriques: pH 2, pepsine 3¢/l et intestinales: bile 0.3%: P/V, pH 6.5). Les résultats
obtenus montrent que 1’encapsulation au gel de galactomannanes de caroube seuls ou
combinés a I’alginate de sodium, le carraghenane et le xanthane améliorent la survie de ces
deux souches bénéfiques aux hostilités digestives simulées. Parmi les polymeéres testés
dans cette expérience, le xanthane combiné avec les galactomannanes apparait le mieux
adapté pour protéger les cellules contre les agressions digestives. Toutefois, les
galactomannanes seuls ne semblent pas étre efficaces pour garder un minimum de 10°
cellules bactériennes viables lorsqu’elles sont confrontées aux conditions hostiles du tube
digestif ou elles seront appelées a exercer leur effet positif sur la santé. Les proportions
optimales d’obtention d’un gel mixte efficace dans la protection des bactéries lactiques
testées reviendraient a 1’utilisation des galactomannanes et de 1’alginate de sodium a des

taux respectifs de 2 et 1.8% (p/v).

Mots clefs: Biomatériaux - Encapsulation- Lactobacillus rhamnosus-Bifdobacterium
animalis subsp lactis — Survie — Hostilités digestives. .

Resumé



.Rahali.(2013).Biomatériaux d’encapsulation et survie des bactéries lactiques.mag.hyg.sec.alim.Univ.Mostaganem.

Abstract

Galactomannans are the main components of locust bean gum issued from the
fruit of the carob tree Ceratonia siliqua L; and represent a stored form of polysaccharides
found in the translucent endosperm of seeds. They are well known as best thickening gels
and are therefore widely used as a natural food additive (E410) in many food preparations,
pharmaceuticals and cosmetics. In the present study, we aim to explore the gelling property
of carob galactomannans when used for the microencapsulation of lactic acid bacteria in
order to protect them from the negative effects of in vitro simulated digestive conditions.
Two beneficial bacteria were used: Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 and
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS. Survival of free or encapsulated cells in
galactomannan carob gel used alone or combined with sodium alginate, carrageenan or
xanthan, was determined after exposure to the in vitro simulated gastrointestinal
conditions (gastric condition: pH 2, pepsine 3 g/L, intestinal condition: bile 0.3%: W/V,
pH 6.5). The obtained results have shown that survival of the two beneficial bacteria was
significantly improved when encapsulated in gel carob made of galactomannans alone or
combined with sodium alginate, carrageenan or xanthane. The best protective effect of
cells against digestive hostilities was observed when galactomannans were combined with
xanthan. There is no a such protective effect if carob galactomannans are used alone since
viable cell count required was less than 10%/mL which is the less required level to allow
beneficial cells exhibit their health effect in the digestive environment. The optimal
combination giving rise to the best protective effect of beneficial bacteria studied is that of

galactomannans (1.8%) and sodium alginate (1.2 %).

Keywords: Biocomponents - Encapsulation—Lactobacillus rhamnosus-Bifdobacterium

animalis subsp lactis - Survival — Digestive hostilities.

Abstract
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Introduction

Les probiotiques sont des microorganismes vivants (bactéries et levures) qui
exercent un effet bénéfique sur la santé de I’hdte , surtout comme restaurateurs de la flore

intestinale apres un traitement aux antibiotiques contre certaines diarrhées aigles.

L’une des difficultés majeures de I’emploi des probiotiques, c’est leur faible
viabilité lors de la traversée et le séjour dans les différents compartiments du systeme
digestif ou une grande partie des cellules est perdue ou inhibée par les sécrétions biliaires.
En effet, pour étre efficaces dans leur role, ces micoorganismes doivent, ensuite, coloniser

I’intestin et s’y multiplier.

La faible tolérance a I'acidité de certaines especes bactériennes nécessite la mise en
ceuvre de moyens de protection et de préservation de leur intégrité et de leur survie dans

des milieux fortement acides comme le milieu gastrique.

L’un de ces moyens est représenté par I’encapsulation de ces cellules dans des
matrices ou gels qui font office de barriere. L encapsulation doit apporter un plus en
matiére de survie des souches concernees. Ce moyen de protection a trouvé une application
pour le maintient en vie des microorganismes a statut probiotique, et donc d’intérét

digestif.

La microencapsulation est un procédé par lequel les cellules microbiennes sont
enfermées dans une couche protectrice. L’encapsulation réduit la perte de la viabilité des
cellules, en séparant les cellules bactériennes de I'environnement défavorable. La couche
de protection permet de réduire la perte de cellules et de blessures en bloquant les agents
agressifs ou inhibiteurs tels que I'numidité, 1'oxygene de I’air et les acides (Sultana et al.,
2000; Wunwisa et al., 2003).

A partir des années 1990, de nouvelles formes galéniques capables d’immobiliser
les ferments lactiques ont fait leur apparition; ce sont les billes a base de biopolymeres
comme |’alginate, les gommes de gélane et de xanthane, les carraghénnanes qui sont les

plus utilisés pour la microencapsulation des bactéries lactiques (Burain et al.,2011).
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Le fruit du caroubier, la caroube, trouve des débouchés en industrie alimentaire, et
elle est utilisée principalement sous la forme de farine et de gomme (connue mondialement

sous I’appellation LBG ou Locust Bean Gum en anglo-saxon) (Kawamura,2008).

L’objectif de cette étude consiste a vérifier et comparer 1’effet des biomatériaux
utilisés (galactomannanes seuls, extraits a partir des endospermes des graines de caroube,
ou combinés a I’alginate , les carraghenanes ou les xanthanes ) sur la survie de bactéries
d’intérét (Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp lactis

Bb12) aux conditions digestives simulées in vitro.
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Chapitre I. Revue bibliographique
I.1. Les Galactomannanes de caroube
1.1.1. La gomme de caroube.

La gomme de caroube est composée principalement de galactomannanes. Il s’agit de
polysaccharides de réserve que I’on retrouve dans I’endosperme translucide de nombreuses

graines de plantes Iégumineuses dont celles de caroube (Daas et al., 2000).

L’endosperme de caroube contient 30 a 40 % en poids de galactomannane qui est un
polysaccharide composé de mannose et de galactose. Ce polysaccharide est surtout bien
connu sous 1’appellation « gomme de caroube », et il est surtout utilisé dans les industries

alimentaires (Barracosa et al., 2007, Karababa et al. ,2012).

En anglo-saxon, la gomme de caroube est traduite « carob bean gum » ou plus
couramment « locust bean gum » (LBG). En tant qu’additif autorisé, la gomme de caroube
est appelée E410. Elles est commercialisée sous forme de poudre blanchétre (Dakia et al.,
2007).

La gomme de caroube est isolée a partir de I’endosperme des graines du caroubier
(Ceratonia siliqua) et est un ingrédient largement utilisé pour épaissir et stabiliser la phase
aqueuse des produits alimentaires. Le polysaccharide dans LBG brut est un
galactomannane (GM) (environ 80% en masse de la gomme brute) (Pollard et al., 2007,
Dakia et al., 2008).

En ce qui concerne les industries agroalimentaires, la gomme de caroube est utilisée
dans de nombreux produits. On la rencontre dans les cremes glacées en tant que stabilisant
(Patmore et al., 2003) ainsi que dans les soupes, les sauces, les bonbons, les aliments pour
bébés, les produits laitiers, les boissons alcoolisées et non-alcoolisées, les aliments pour
bétail, etc. (Biner et al., 2007 ; Kawamura, 2008).

1.1.1.1. Extraction et purification de la gomme de caroube

Kawamura (2008) a décrit un procédé général d’extraction et de purification de la
gomme de caroube a partir des gousses et plus spécifiqguement des graines de caroube
(fig.1). La mise en ceuvre d’un tel protocole est difficile en raison de la solidité et de la

dureté de I’enveloppe brune recouvrant les graines.
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Les gousses de caroube doivent d’abord étre concassées pour récupérer les graines qui
sont débarrassées de leurs téguments.

Pour ce faire, deux procédés distincts peuvent étre utilisés. Le premier consiste a
carboniser les enveloppes coriaces a 1’aide d’un traitement a 1’acide sulfurique. Un lavage
et un brossage permettent I’élimination des fragments restants et 1’obtention d’'une gomme
de caroube blanche et de haute viscosité.

Le second procédé repose sur I’éclatement plus ou moins complet de I’enveloppe par
rotissage. Celle-ci se détache du reste de la graine. La gomme de caroube obtenue est un
peu plus foncée (Dakia et al., 2008 ; Kawmura, 2008).

Ensuite, les radicelles sont écrasées par broyage mécanique et enlevée principalement
par tamisage. Il ne reste alors plus que les endospermes qui sont broyés en fines particules.
La gomme de caroube (carob bean gum) est obtenue.

Par ailleurs, la gomme de caroube peut subir différentes étapes de clarification. Dans
ce cas, elle est solubilisée dans 1’eau par augmentation de la température. Le matériel

insoluble est ensuite eéliminé par filtration.

Enfin, la gomme de caroube est précipitée a 1’éthanol ou 1’isopropanol. Le précipité
est récupére par filtration, seché et broyé en fines particules. La gomme de caroube

obtenue est dite clarifiée (extraite et purifiée) (Kawamura, 2008).

D’autres techniques d’extraction et de purification de la gomme de caroube existent
dans la littérature. Ainsi, Da Silva et al. (1990) citent la purification au méthanol ou a
I’aide de complexes de cuivre ou de baryum. L’état de purification a une grande influence

sur la composition et les propriétés de la gomme de caroube.
1.1.1.2 : Composition chimique de la gomme de caroube.

Da Silva et al. (1990) et Andrade et al. (1999) ont déterminé la composition
chimique d’une gomme de caroube commerciale brute et purifiée par précipitation a
I’isopropanol. Leurs résultats sont présentés dans le tableau 1 et sont exprimés en

pourcentage de poids sec, mis a part I’humidité qui est exprimée en poids humide.

D’une maniere générale, la gomme de caroube brute contient environ 93% de
galactomannanes, 4% de protéines, 1% de cellulose et de lignine, 1% de lipides et 1% de

minéraux.
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Gousses de caroube
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Figure 1. Diagramme d'extraction et de purification de la gomme de caroube

(Kawamura, 2008).
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La purification par précipitation a I’isopropanol permet d’éliminer les fibres (cellulose et
lignine) et les lipides et de diminuer considérablement les quantités de minéraux et de
protéines (Da Silva et al., 1990).

1.1.2. Les Galactomannanes.

Les galactomannanes sont des polysaccharides hydrosolubles, neutres et produits en
tant que matériaux de réserve dans une large gamme de graines de légumineuses dans des

quantités variables de 0,1 a 38% du poids des graines (McCleary et al., 1983).

La quantité¢ de galactomannanes présente dépend de I’espéce végétale a partir de
laquelle le polysaccharide est extrait et varie d’environ 20% pour la gomme de caroube

(LBG) a environ 33% pour la gomme de guar (GG) (Fernandes,1994).

Cependant, ¢’est seulement au 20°™  siécle que les galactomannanes sont devenus
des produits industriels. Ils ont de nombreuses utilisations en industrie alimentaire comme
agent épaississant (cremes glacées, mayonnaises, sauces, produits de boulangerie, etc.) et
dans d’autres industries non-alimentaires [imprimerie, photographie, béton, explosifs,
fluide de forage (pétrole), peinture, encre, cirage, textiles, produits de beauté, produits anti
diarrhéiques, etc.] (Multon, 1984; Goycoola et al., 1995; Batlle et al., 1997; Garti et al.,
1997; Patmore et al., 2003).

Parmi les galactomannanes les plus connus et les plus commercialisés, on peut citer la
gomme de caroube (Ceratonia siliqua L.), produite principalement dans le pourtour
méditerranéen; la gomme de guar (Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub.) produite en Inde,
au Pakistan et aux USA; la gomme de tara (Caesalpinia spinosa Molina Kuntze) produite
au Pérou et la gomme de fenugrec (Trigonella foenum-graecum L.) produite en Inde, en
Chine et au Canada (Garcia-Ochoa et al., 1992; Maier et al., 1993; Rejeb, 1995; Batlle et

al., 1997). Ce sont toutes des plantes annuelles, a I’exception du caroubier.

Il existe donc plusieurs sources de galactomannanes. Ces substances ont toutes une
structure générale semblable, caractérisée par la présence d’une chaine principale de

mannane sur laquelle sont greffées des ramifications d’unités galactose.
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Tableau 1 : Composition chimique (en %) de la gomme de caroube brute et purifiée
(DaSilva et al., 1990; Andrade et al., 1999).

Da Silva et al.(1990) Andrade et al. (1999)

Constituants LBG brute LBG LBG brute LBG

(%) purifiée Purifiée
Humidité 8,49+ 0,03 12,70 £ 0.03 11,3 75
Cendres 0,71+0,01 0,25+ 0,01 0,95 0,28
Protéines 4,66 £ 0,33 0,78 £0,01 4,64 0,64
Lipides 0,92 £ 0,08 traces / /
Cellulose et lignine | 1,55 £+ 0,08 0,19 £0,04 / /
Galactomannanes | 92,2 98,8 94,4 99,1
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Les galactomannanes se distinguent par le nombre d’unités galactose exprimé par le
rapport mannose sur galactose (M/G), la répartition des unités galactose le long de la
chaine de mannane et aussi par leur masse molaire (Fox, 1992; Azero et al., 2002). Cette
différence dans la « microstructure » influencerait fortement les interactions moléculaires
et les propriétés rhéologiques des solutions de galactomannanes (da Silva et al., 1990; Mao
et al., 2006).

1.1.2.1. Structure moléculaire des galactomannanes.
1.1.2.1.1. Teneur en galactose.

Les galactomannanes présentent une structure primaire similaire consistant en une
chaine principale d’unités de -D-mannose liées en (1—4) avec des ramifications d’unité
a-D-galactose liée en (1—6) a la chaine principale de mannane (Sabater de Sabates, 1979 ;
Mallett et al., 1987; McClearly et al., 1988; Richardson et al., 1998).

Cependant, la teneur en galactose (le degré de ramification exprimé aussi par le
rapport mannose sur galactose : M/G) de ces polymeéres naturels est sensiblement différent
(Fig. 2). Le rapport mannose sur galactose (M/G) (le nombre de résidus de mannose pour
un résidu galactose) de la gomme de caroube (LBG) est approximativement égal a 4:1,
tandis que celui de la gomme de tara (TG) est d’environ 3:1, celui de la gomme guar (GG)

est d’environ 2:1 et celui de la gomme de fenugrec (FG) d’environ 1:1.
1.1.2.1.2. Répartition des unités galactose sur la chaine de mannane

Il existe donc plusieurs types de galactomannanes de structure générale similaire,
mais différents dans le nombre de galactose exprimé par le rapport mannose sur galactose
(M/G).

De plus, la distribution des unités galactose sur la chaine de mannose n’obéit pas a
une simple répartition statistique. L’utilisation d’enzyme (telle que la f-mannanase issue
d’Aspergillus niger ou de graines de guar en germination) permet de dégrader le polymére
de galactomannane. L’enzyme coupe les liaisons B-1,4 de la chaine de mannane aux
endroits dépourvus de galactose.

L’analyse de la composition en monosaccharides sur les produits de dégradation
(oligosaccharides) a permis de proposer trois types de distribution des unités galactose
(fig.3) :

— une disposition ordonnée ou réguliére,
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— une disposition aléatoire,
— une disposition en blocs uniformes (ou les « zones lisses » totalement dépourvues
de ramification de galactoses alternent avec les « zones hérissées » ou les résidus galactose

sont présents sur toutes les unités mannose) (Dea et al., 1975 ; Mc Cleary et al., 1988).

1.1.2.1.3. Influence du degré de ramification et des interactions sur les propriétés des
Galactomannanes.

1.1.2.1.3.1. Influence sur la mise en solution et la viscosité

Les galactomannanes sont commercialisés et conserveés sous forme de poudre. Lors de
la mise en solution, les macromolécules contenant plus de résidus galactose seront plus
facilement solubles a froid. C’est le cas du guar (M/G = 2:1) avec 40 % de galactose, qui
atteint sa solubilité et sa viscosité maximum a partir de 40°C.

Par contre, les macromolécules peu ou pas ramifiées sont difficilement solubles et
entrainent parfois la formation d’amas de polymeéres (grumeaux) trés difficilement
accessibles au solvant. Un chauffage (sous agitation forte) sera alors nécessaire pour
atteindre une solubilisation et une viscosité maximales. C’est le cas de la caroube (M/G =
4:1) qui, avec 20 % de teneur en galactose, atteint sa solubilité et sa viscosité maximum a
80 °C (Doublier, 1975; Gaisford et al., 1986; Maier et al.,1993; Fennema, 1996; Kok et al.,
1999; Dakia et al., 2008).

1.1.2.1.3.2. Influence sur les propriétés viscoélastiques.
Les solutions macromoléculaires présentent également des propriétés viscoélastiques

plus ou moins marquées du fait des interactions se produisant entre chaines.

L’utilisation des essais en régime harmonique (ou mesures en oscillation) est
particuliérement efficace pour caractériser les propriétés viscoélastiques d’un matériau
(c’est-a-dire analyser sa réponse lorsqu’il est soumis a différentes fréquences d’oscillation)
et de se renseigner sur la « structuration » du milieu ( Kapoor et al., 1994; Coussot et al.,
2002).

Par ailleurs, certains auteurs (Dakia et al., 2008), aprés avoir compareé les propriétés
viscoélastiques de divers galactomannanes de caroube, préconisent qu’un galactomannane
moins ramifié (de faible teneur en galactose) contribuerait aussi a la formation d’un réseau
plus dense via des interactions moléculaires plus fortes. Les enchevétrements se

superposent donc toujours avec les interactions interchaines.
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_ galactose
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Figure 2 : Structure moléculaire des galactomannanes suivant le type de plante
(rapport M/G : 1:1, 2:1, 3:1 et 4:1 pour les gommes de fenugrec, de guar,
de tara et de caroube, respectivement) (Secouard et al., 2007).
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Figure 3: Différents types de distribution des résidus de galactose le long de la chaine de
mannane : une disposition réguliére (a), une disposition aléatoire (b) et une disposition en

blocs uniformes (c), (Dea et al., 1975).
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1.1.2.1.3.3. Influence sur les propriétés émulsifiantes.

Malgré leur hydrophilie, car il s’agit de polysaccharides neutres riches en fonction
OH (ne comportant pas de groupements hydrophobes mis a part les groupes C-H du cycle),

les galactomannanes abaissent la tension de surface.

En effet, des mesures de tension de surface ont montré que ces polymeres peuvent
modifier les valeurs de tension de surface et interfaciale (Gaonkar, 1991). Les raisons en
sont encore mal connues. Huang et al. (2001) pensent qu’une petite quantité de protéines
présente dans les préparations des polysaccharides serait responsable des propriétés

d’émulsification.

Garti et al.(1993) et Garti (2001) sont plutdt convaincus que les propriétés d’agent de
surface des gommes caroube (M/G = 4) et guar (M/G = 2) sont des propriétés intrinseques
a ces polysaccharides et ne sont pas le fait d’une quelconque présence d’impuretés de

nature protéique.

Pour ces auteurs, ces gommes stabilisent les émulsions en formant un film liquide
autour des gouttelettes. 1ls ont purifié la gomme de guar pour réduire sa teneur en protéine
de 2,5 % a 0,8 % et ont trouve des valeurs similaires de tensions de surface et interfaciales

entre les deux types d’échantillons.

Les résultats obtenus par Garti et al.(1993) sur la gomme de caroube vont dans le
méme sens que ceux observés avec la gomme de fenugrec (M/G = 1).

1.1.2.1.3.4. Influence sur la formation de complexes avec d’autres biopolyméres.

La teneur en galactose des galactomannanes (GM) contr6le aussi le mécanisme
d’interaction avec d’autres polymeéres tels que les carraghénanes (k et ) (Hernandez et al.,
2001), le xanthane (Secouard et al., 2007), I’agar (Goncalves et al., 2005), I’agarose (Child
et al., 2004), la cellulose, I’amidon , les pectines , les B, k et a-caséines , les gélatines et les

protéines de soja (Dakia et al.,2008)

Les galactomannanes sont donc rarement utilisés seuls pour obtenir des textures
gelifiées ou des solutions visqueuses. La force des interactions dans ces mélanges

augmente avec la diminution de la teneur en galactose dans le galactomannane.

-
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La gomme de caroube et le xanthane réagissent en synergie pour donner des gels
thermoréversibles qui restent stables a la congélation (Rinaudo, 2001 ; Ramirez, 2002).

Les interactions au sein d’un gel de xanthane/galactomannane de Schizilobium
parahybae (M/G = 3) sont plus fortes et plus stables que dans un gel de

xanthane/galactomannane de Mimosa scabella (M/G = 1,1) (Bresolin et al., 1998 ).
1.2. La Microencapsulation
1.2.1. Historique et définition

Tout d'abord la procédure de microencapsulation a été introduite par Bungen burg de
Jon et Kan en 1931 (cités par Nupoor et Rathore, 2012) qui ont préparé des spheres de la
gélatine et exploré leur comportement au cours de leur conservation.

Le systeme de protection et de livraison des médicaments utilise la
microencapsulation pour réduire le probleme associé a la thérapie conventionnelle et
améliorer I'efficacité thérapeutique d'un médicament. L’efficacité thérapeutique maximale
peut étre obtenue par libération de I'agent actif au taux optimal pour le tissu cible, de

maniére a causer peu de toxicité et un minimum d’effets secondaires (Nupoor et Rathore,
2012).

La microencapsulation ou 1’encapsulation des microorganismes est un procéde par

lequel les cellules microbiennes peuvent étre enfermées dans une couche protectrice.

L’encapsulation réduit la perte de la viabilité des cellules, en séparant les cellules
bactériennes de I'environnement défavorable. La couche de protection permet de réduire la
perte de cellules et de blessures en bloguant les composants actifs tels que I'numidité,

I'oxygéne atmosphérique et les acides (Sultana et al., 2000 , Wunwisa et al., 2003).

Il a été constaté que les bactéries lactiques probiotiques utilisées dans les applications
alimentaires et enfermées dans des microcapsules de graisse solide conservent toute leur
activité biologique. Il existe deux méthodes d’encapsulation couramment utilisées : il s’ agit

de la technique d’extrusion et de celle de I’émulsion (Wunwisa et al., 2003).

La microencapsulation des cellules bactériennes est actuellement utilisée pour
améliorer la viabilité des bacteries probiotiques dans les produits laitiers comme le yaourt
(Godward et Kailasapathy, 2003; Kailasapathy, 2002; Krasaekoop et al., 2003; Adhikari et
al., 200 ; Picot et Lacroix, 2004; Sultana et al., 2000), le tractus gastro-intestinal (Rao et
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al., 1989) et dans le suc gastrique artificiel (Chandramouli et al., 2004 ; Favaro-Trindala et
Grosso, 2002; Lee et al., 2004; Rao et al., 1989; Trielstrup et al., 2002; Ziar et al., 2012).

La capsule a un noyau entour¢ d’une fine membrane qui empéche la libération des

bactéries probiotiques (Dembczynski et Jankowski, 2002).
1.2.2. Techniques d’encapsulation.
1.2.2.1.Technique d’extrusion :

L’extrusion est l'approche la plus ancienne et la plus courante pour la préparation des
capsules avec des hydrocolloides (King, 1995); ¢’est une technique physique pour
encapsuler des cellules vivantes probiotiques et utilise des hydrocolloides (alginates et

carraghénanes) comme matériaux d'encapsulation.

La microencapsulation des cellules probiotiques par extrusion consiste a projeter la
solution contenant les cellules & travers une buse a haute pression. Si la formation de
gouttelettes se produit dans un environnement contrdlé (par opposition a spray-drying), on
parle de granulation. Ceci est de préférence réalisé par pulsation ou vibration de la buse a
jet. L'utilisation d'un courant coaxial ou un champ électrostatique est I'autre technique

courante pour former des gouttelettes (Kailasapathy,2002) .

Le principe de la technique est illustré par la figure 4 (Krasaekoopt et al., 2003; Chen
et Chen, 2007; Kailasapathy, 2009; De Vos et al., 2010). L'extrusion est une méthode
simple et peu coliteuse qui utilise une opération douce n’occasionnant aucun dommage aux

cellules et donne une viabilité élevée des probiotiques (Krasaekoopt et al., 2003).

Cette technique ne fait pas intervenir de solvants nocifs et peut étre effectuée dans des
conditions aérobies et anaérobies. L'inconvénient le plus important de cette méthode réside
dans le fait qu'elle est difficile a mettre en ceuvre a échelle industrielle en raison de la lente

formation des microbilles.
- Les matériaux de support.

Le materiau de support de support le plus utilise pour I'extrusion est l'alginate, un
hétéropolysaccharide linéaire d’acides D-mannuronique et L-guluronique extraits de

diverses espéces d'algues (Smidsrod et al., 1972). Selon la source végétale d’alginate,
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la composition et la séquence en acides L-guluronique et D-mannuronique varient

considérablement.

Les propriétés fonctionnelles de I'alginate comme matériau de support sont fortement
corrélées avec la composition et la séquence d'acides L-guluronique et D-mannuronique.
Les cations divalents tels que les Ca?* se lient préférentiellement au polymére de L-

guluronique.

La longueur du polymere d'acide D-mannuronique est donc la principale
caractéristique structurelle contribuant a la formation de gel (Smidsrod et al., 1972; Skjak-
Braek et al., 1986).

Pour former des billes, une suspension cellulaire est mélangée avec une solution
d'alginate de sodium, et le mélange est versé goutte a goutte dans une solution contenant

un cation biivalent (généralement les Ca?* ajoutés sous forme de CaCly).

Les gouttelettes forment des sphéres de gel instantanément, piégeant les cellules dans
un réseau tridimensionnel de l'alginate réticulé. Le succes de la technique d'encapsulation
de gel d'alginate est d a I'environnement doux dans lequel elle se passe, au fait qu’elle
utilise de la matiére piégeante et bon marché, a sa simplicité et sa biocompatibilité (Klein
et Vorlop, 1983; Tanaka et al., 1984; Martinsen et al., 1989) .

Les concentrations d’alginate utilisées pour former le gel sont variables. Jankowski et
al. (1997) utilise une tres faible concentration (0,6%) pour former un gel en présence de
CaCl, 0,3 M. D'autres auteurs (Smidsrod et Skjak-Braek, 1990 ont utilisé I'alginate a des
concentrations de 1-2 % en présence de 0.05a 1.5 M de CaCl . La taille des billes est

d'environ 2-3 mm de diamétre.

En outre, certains détails comme la taille et la sphéricité de la bille dépendent
essentiellement de la viscosité de la solution d'alginate de sodium et la distance entre la

seringue et la solution de chlorure de sodium de collecte (Smidsrod et Skjak-Braek, 1990).
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Figure 4 : Diagramme de la Technique d’extrusion
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Quand la concentration, et donc la viscosité, de l'alginate de sodium augmente, la
taille des billes diminue. Le diamétre de I'orifice d'extrusion est un autre facteur important
qui régle la taille des gouttelettes. A I'aide d'une seringue 0,27 mm, Smidsrod et Skjak-
Braek (1990) obtiennent une taille de goutte de 2-3 mm. La composition de I'alginate
influe également la taille des billes, les petites perles de résultat” faible" alginates
guluronique (Martinsen et al., 1989).

1.2.2.2. Techniques d’émulsion.
1.2.2.2.1. Emulsification et gélification enzymatique :

- L’émulsification : L’émulsification est une technique utilisée pour encapsuler des
cellules vivantes probiotiques et des hydrocolloides dans de I’alginate, la carraghénane et
la pectine que les matériaux d'encapsulation (fig.5). Le principe de cette technique est

basée sur la relation entre les deux phases discontinu et continue.

L’encapsultion par émulsification nécessite la présence d'un émulsifiant et d’un agent
tensio-actif. Un agent de solidification (chlorure de sodium) est ensuite ajouté a I'émulsion
(Chen et Chen, 2007; Kailasapathy, 2009; De Vos et al., 2010).

La technique de I’émulsion est facile a mettre en ceuvre a I'échelle industrielle et
donne un taux élevé de survie des bactéries (Chen et Chen, 2007). Les capsules obtenues
ont un petit diamétre, mais le principal inconvénient de cette méthode est qu'elle offre une

gamme de grande taille.

La procédure d'émulsion permet la production de la taille des microcapsules ciblée par
la variation de la vitesse d'agitation et le rapport eau / huile (Kailasapathy, 2009). Les
perles de gel peuvent étre introduites dans une seconde solution de polymeére pour créer
une couche de revétement qui assure une protection supplémentaire de la cellule ou peut-

étre donner des propriétés organoleptiques améliorées (Kailasapathy, 2009).
- La gélification enzymatique.

Le principe de cette technique est la base sur I'utilisation des protéines laitiéres en
présence de I’enzyme présure a basse température. Ce systéme permet de maintenir un

liquide ou « -caséine est clivee par I'enzyme.
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Apres cela, les protéines laitiéres sont émulsionnées dans une huile froide pour former
émulsion eau-huile. L’induction thermique de la coagulation enzymatique permet la
floculation des protéines et fournit des microparticules ou les probiotiques sont dispersés
dans les protéines laitiéres coagulées. Le probléme avec les techniques d'encapsulation
classique c’est l'utilisation de revétements tels que 1’alginate, k-carraghénane, gomme de
gellane-ou xanthane qui ne sont pas autorisés dans les produits laitiers dans certains pays
(Picot et Lacroix, 2004).

La solution serait I'utilisation de protéines de lait dans lesquelles les probiotiques sont
encapsulés au moyen d'une gélification induite enzymatiquement (Heidebach et al., 2009a
et b). Les protéines du lait ont d'excellentes propriétés de gélification et elles sont des
véhicules naturels pour les probiotiques (Livney, 2010). Cette méthode donne des
particules sphériques insolubles dans I'eau. Heidebach et al., (2009a) donne en détail un

exemple d'encapsulation au moyen d'une gélification présure (fig.6).
1.2.2.2.2. Emulsification et polymérisation interfaciale :

La polymérisation interfaciale est une technique alternative qui est réalisée en une
seule étape, nécessite la formation d'une émulsion entre la phase discontinue contient une
suspension aqueuse avec les cellules probiotiques et la phase continue est un solvant
organique. Pour amorcer la réaction de polymérisation, un agent biocompatible qui est
soluble dans la phase continue, est ajouté. Les gouttelettes obtenues contenant des cellules
probiotiques sont enveloppées dans une couche mince d’une membrane solide
(Kailasapathy, 2002). La polymeérisation interfaciale est utilisée pour encapsuler des
microorganismes dans le but d'améliorer leur productivité en fermentation (Yanez-
Fernandez et al., 2008).

1.2.2.2.3. La phase continue de la technique d’émulsion.

Pour les applications alimentaires, les huiles végétales sont utilisées en tant que phase
continue. Certaines études ont utilisé I'huile de paraffine blanche lumiére (Rao et al., 1989)
et de I'huile minérale (Groboillot et al., 1993). Dans certains cas, des émulsifiants sont
ajoutés pour former une émulsion meilleure, car les émulsifiants font diminuer la tension
de surface, comportant des sphéres plus petites (Adamson, 1982). L'émulsifiant le plus
couramment utilisé est le Tween 80 a 0.2% (Sheu et Marshall, 1993; Kebary et al., 1998).
Sheu et al., (1993) ont utilisé le Tween 80 a 0.5% avec le lauryl sulfate de sodium, ce qui
génere une taille de 25-35 mm.
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1.2.2.2.4. Matériaux de support pour I’émulsification.

Il ya beaucoup de matériaux de support utilisés dans la technique de I'émulsion. Ceux-
ci comprennent un mélange de k-carageenane et de gomme de caroube (Audet et al., 1988;
1989; Arnaud et al., 1992), de I'acétate phtalate de cellulose (Rao et al., 1989), de I'alginate
(Sheu et al., 1991; 1993; Sheu & Marshall, 1993; Larisch et al., 1994; Kebary et al., 1998),
du chitosanee (Groboillot et al., 1993), et de la gélatine (Hyndman et al., 1993) .

1.2.2.2.5. L’atomisation.

Le sechage par atomisation est schématisé a la figure 7. Il a I’avantage d’étre rapide et
d’avoir un cout relativement faible. Une solution contenant les cellules vivantes
probiotiques et le polymeére de matrice dissous est préparée. Les matrices polymeéres sont
généralement la gomme arabique et I'amidon, car ils ont tendance a former des
microparticules sphériques au cours du processus de séchage (Chen et Chen, 2007;
Kailasapathy, 2009; De Vos et al., 2010).

L’atomisation est une technique hautement reproductible et bien adaptée aux
applications industrielles. Un inconvénient de séchage par atomisation est le fait que la
technique a un petit champ d'application, mais le principal probléeme est I'utilisation d'une

température élevée qui n'est pas compatible avec la survie des bactéries.

Afin d'améliorer la survie des probiotiques, des agents protecteurs peuvent étre ajoutés
aux milieux avant le séchage. En outre, séchées par atomisation, les capsules peuvent étre
enrobées par une couche supplémentaire afin de donner une protection contre
I'environnement acide de I'estomac ou de réduire I'effet néfaste des sels biliaires
(Semyonov et al., 2010).

Le séchage par atomisation combine les étapes de traitement qui sont communes a la
lyophilisation et au séchage par pulvérisation. Les probiotiques sont des cellules
suspendues dans une solution qui est atomisée en une phase vapeur a froid d'un liquide

cryogénique tel que l'azote liquide.

Cette opération génére une dispersion de gouttelettes congelées qui sont ensuite
séchées dans un lyophilisateur (Wang et al., 2006; Kailasapathy, 2009; De Vos et al.,
2010; Semyonov et al., 2010).
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Figure 5 : Diagramme de la procédure d'émulsification (Chen et Chen, 2007).
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Figure 6:. Diagramme de la microencapsulation de cellules probiotiques en utilisant la
gélification des protéines du lait par la présure (Heidebach et al., 2009a)
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Figure 7 : Diagramme de séchage par atomisation (Chen et Chen, 2007).
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La lyophilisation par pulvérisation présente divers avantages, comme la fourniture de taille
controlée et la surface spécifique de pulvérisation des capsules séchées.

La technique a aussi quelques inconvénients, notamment I'utilisation de I'énergie
élevée, le temps de traitement et le colt qui est de 30-50 fois plus cher que le séchage par
atomisation (Zuidam et Shimoni, 2009). Les capsules peuvent étre revétues d'une
enveloppe supplémentaire pour assurer une protection contre les mauvaises conditions

environnementales (Semyonov et al., 2010).
1.2.3. Applications et avantages de la microencapsulation des probiotiques.

Les applications et les avantages de I'encapsulation des probiotiques peuvent étre
regardés sous différents angles, y compris celui de la production de ferments lactiques, de
produits alimentaires, de la viabilité des cellules probiotiques dans les produits véhicules et
dans le tube digestif de I’hdte, des propriétés sensorielles du produit atomisé, et 1'utilisation

des microorganismes dans des fermenteurs.
1.2.3.1. Production de ferments lactiques.

La microencapsulation peut étre utilisée efficacement pour la préparation des ferments
lactiques a plus forte rentabilité. Il a été montré que la durée de vie de Lactobacillus
rhamnosus encapsulé de référence VTT E-97800 et conservé a température ambiante et

une humidité relative élevée était égale a au moins 6 mois.

Cette durée de vie a pu étre augmentée a au moins 18 mois lorsque les cellules
encapsulées ont été congelés dans I'azote liquide. Ces cellules encapsulées peuvent étre
directement ingérées avec les produits et consommeées. 1l y a seulement 10% de telles billes
qui sont détériorés apres exposition a des conditions gastro-intestinales simulées (Mattila-
Sandholm et al., 2002).

Picot et Lacroix (2003b) ont encapsulé des cellules a l'aide de fragments de protéines
de lactosérum dans un milieu lait riche en matiére grasse et les ont soumis au procédé

d’atomisation. Ils ont observé que la destruction des cellules par la chaleur était minimale.

Il a été entendu que I'encapsulation des cellules de départ avec le mélange d'alginate-
glycérol peut considérablement augmenter leurs chances de survie aprés le processus de

surgélation (Sultana et al., 2000).
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1.2.3.2. La viabilité des probiotiques dans le tractus gastro-intestinal

Divers rapports scientifiques confirment que la microencapsulation augmente
efficacement la viabilité des probiotiques lors de leur passage dans les conditions du

tractus gastro-intestinal (acidité stomacale, enzymes digestives et sels biliaires).

Par exemple, selon Groboillot et al., (1993), I'encapsulation de Bifidobacterium
pseudolongum dans du phethalate d'acétate de cellulose (CAP) a augmenté sa viabilité

dans les conditions gastro-intestinales simulées.

Des expériences de Lee et Heo (2000) avaient montré que la survie de
Bifidobacterium longum encapsulée avec de I'alginate de sodium dans les conditions
simulées de suc gastrique (pH 1,5) pourrait étre considérablement augmentée.

D’autres expériences (Chandramouli et al., 2004) ont montré que le revétement des
capsules d'alginate de sodium contenant lactobacillus acidophilus par du chlorure de

sodium induisait ’augmentation de la tolérance de cette bactérie aux conditions acides

séveres (pH 2) et a la bile (1%) .

Ziar et al., (2012) ont rapporté que 1’encapsulation de Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12 et Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS dans un mélange d’alginate et
d’amidon résistant augmentait leur survie aux conditions digestives hostiles simulées in

vitro et dans le yaourt entreposé a 4°C.

Dans des conditions simulées de I'estomac (pH 1,5), il y a une grande perte de la
viabilité de Bifidobacterium infantis (& partir de 1,23 x 10° & 10 UFC / mL aprés 30 min).
Néanmoins, cette perte de viabilité dans les mémes conditions aprés microencapsulation de
cette bactérie ne dépasse pas 0,67% de la viabilité observée sans encapsulation (Sun et
Griffiths, 2000).

Sun et Griffiths (2000) ont également montré que I'amidon résistant est un élément
efficace dans I'encapsulation des probiotiques, car il n'est pas dissous ou décomposé dans
le milieu gastrique simulé par un pH acide et par l'activité enzymatique du pancréas, mais

libére ses cellules lorsque les billes atteignent I'intestin.

La microencapsulation avec du phéthalate d'acetate de cellulose (PAC) a également été
prétendue avoir un effet approprié sur la viabilité de Bifidobacterium pseudolongum apres

avoir été exposé a des conditions gastriques simulées.
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Selon la méme étude, les cellules non encapsulées ont été complétement détruites apres
1 h. Il convient de souligner que, hormis le type de matériaux encapsulation, le diamétre
des capsules est également un facteur détermine pour améliorer la viabilité des
probiotiques.

Une réduction excessive du diamétre peut affaiblir ou supprimer la fonction de
protection de I'encapsulation. Par exemple, il a été rapporté que la survie des probiotiques
encapsulés avec des capsules d'alginate en présence d’acides biliaires n’a montré aucune
différence significative lorsque le diametre des perles de gel étaient compris entre 20 et 70
pm par rapport aux plus grandes tailles (Sultana et al., 2000).

En outre, la microencapsulation de Bifidobacterium sp. n'a pas augmenté
significativement leur viabilité lorsque les cellules étaient mises en présence de suc

gastrique simulé (Chandramouli et al., 2004).
1.2.3.3. Application dans des fermenteurs:

Il a été rapport é que lors de la production de biomasse, la microencapsulation de
probiotiques peut inclure les avantages suivants:
- Accroitre la tolérance des microorganismes contre des facteurs tels que I'infection des
bactériophages (Steenson et al., 1987.), Agents toxiques chimiques,
- La protection des cellules de microorganismes contre les changements indésirables tels
gue mutations génétiques, pour atteindre une bonne productivité dans la production de
métabolites en particulier & des vitesses d'agitation élevées (Arnauld et al., 1992)

1.2.3.4. La production d’aliments.

Les avantages de la microencapsulation des probiotiques dans les produits
alimentaires peuvent étre discutés selon quatre points de vue:
- L'augmentation de la viabilité des probiotiques dans les aliments véhicules jusqu'au
moment de leur consommation par la recherche de nouvelles méthodes de fabrication des
aliments.
- La correction et ’amélioration des propriétés sensorielles des produits probiotiques par
I’immobilisation des cellules probiotiques dans les produits (Mortazavian et al.,2007).

1.2.3.4.1. La viabilité des probiotiques:

La microencapsulation peut améliorer sensiblement la viabilité des
microorganismes probiotiques en raison de ses effets protecteurs contre les nuisances des

facteurs environnementaux tels que I'acidité élevee, I'oxygene moléculaire (dans le cas des
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microorganismes anaérobies obligatoires), les agents toxiques générés au cours des
procedes de fabrication (traitement thermique en particulier), les enzymes digestives, les
bactériophages, le peroxyde d’hydrogene, les acides gras, les acides organiques, les
composés aromatiques carbonyles (les trois derniers facteurs sont produits par les cultures
starters pendant la fermentation) et le traitement thermique (par exemple séchage)
(Mortazavian et al., 2006a).

L’accroissement de la viabilité des probiotiques conduira a lI'augmentation de la
durée de vie des produits. Une acidité élevée des produits fermentés constitue le principal
facteur de perte de viabilité des probiotiques, en particulier pendant le stockage réfrigéré
(Mortazavian et al., 20064, b, c).

La microencapsulation de L. acidophilus et Bifidobacterium avec de l'alginate de
sodium n'a pas augmenté considérablement leur viabilité aprés avoir été soumis a l'acidité
(pH 2) et a la bile (2%). Cependant, a des pH doux (comme celui du yaourt), tout au long
des 8 semaines de stockage réfrigéré, I’amélioration de la survie des probiotiques était
perceptible. Le mélange alginate et HACS-RS (amidon résistant) par rapport a lI'alginate de
sodium seul, améliore la cohérence et la continuité de la structure de la capsule (1’alginate
et I'amidon ont un effet synergique dans la formation du gel) et, par conséquent, la viabilité

des cellules probiotiques (Sultana et al., 2000 ).

Les expériences faites par Kebary et al., (1998) ont montré que I'encapsulation des
bifidobactéries avec de l'alginate était plus efficace que celle avec du k-carraghénane dans
I’augmentation de leur viabilité dans le lait de la glace gelée. Dans une autre expérience,
Truelstrup-Hansen et al., (2002) ont constaté que la souche Bifidobacterium longum
encapsulée et évoluant dans le milieu lait fermenté a montré une plus grande viabilité par

rapport a son état libre (non encapsulée) pendant I’entreposage

Selon 1’étude de Khalil et Mansour (1998), I'encapsulation de Bifidobacterium sp.

avec l'alginate de sodium améliore sa viabilité dans la mayonnaise a un pH 4,4 .

La capacité de survie de Bifidobacterium infantis dans le yaourt au cours de
I'entreposage frigorifique a été rapportée lorsque les cellules sont encapsulées dans un
mélange gelane-xanthane. La taille moyenne des billes est de 3 mm apres le processus
d'encapsulation (Sun et Griffiths, 2000).
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Les probiotiques encapsulés avec un mélange alginate-fécule et une gamme de
taille des billes de 0.5 a 1 mm étaient beaucoup plus viables dans le yaourt entreposé au
froid (Sultana et al., 2000).

Il a été veérifié que la viabilité des lactobacilles encapsulés avec de l'alginate de
sodium pourrait étre augmentée jusqu'a 40% dans les produits congelés comme la creme

glacée et lait glacé surgelé (Sheu et Marshall, 1993)

Les mémes résultats ont été obtenus dans le cas des desserts lactés fermentés
congelés. Le revétement de la bille d'alginate avec Poly-L-Lysine (PLL) augmente
considérablement la viabilité des probiotiques (Shah et Rarula, 2000).

D'autres recherches (Sultana et al., 2000) indiquent que la survie de Bifidobacterium
spp. et Lactobacillus acidophilus a sensiblement augmenté dans les desserts lactés
fermentés congelés lorsque l'alginate avec le Sodium Polystyrene Sulfonate (SPS) et le

Tween 80 ont été utilisés pour I'encapsulation.

L'amélioration de la viabilité de Bifidobacterium bifidum dans le yaourt aprés
encapsulation avec de I'alginate de sodium était similaire a celle de la méme souche
encapsulée dans le méme matériau et entreposée 3 semaines a 4 °C. La viabilité reste au
dessus de 107 ufc / mL. En outre, aucune des propriétés sensorielles indésirables n’a été
observée dans le produit final.

Sun et Griffiths (2000) ont rapporté 1’efficacité du mélange xanthane-gelan dans
I'encapsulation de Bifidobacterium infantis d’un yaourt de pH 4 pendant les 6 semaines
d’entreposage a 4 °C et dont la capacité de survie était élevee au cours de la pasteurisation.

La souche Bifidobacterium longum ATCC 15696 ajoutée au fromage cheddar au
stade du broyage du caillé, était tout a fait viable apres 24 semaines de la période
d'affinage. Les cellules étaient complétement inactives sur le plan métabolique pendant
cette période (Dinakar et Mistry, 1994; Sun et Griffiths, 2000).

La microencapsulation de ferments lactiques probiotiques diminue considérablement
leur activité métabolique et leur viabilité augmente en raison de la cadence plus lente de
production d'acides organiques. Par exemple, il a été rapporté que le temps d'incubation du
yaourt fait avec L. casei et L. acidophilus jusqu'au point final de pH 5, est passé de 6 h
dans le cas de cellules libres a 30 h dans le cas des cellules encapsulées (Sultana et al.,
2000).
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1.2.3.4.2. Effets de ’encapsulation sur la fixation et ’amélioration des propriétés

sensorielles des aliments véhicules de probiotiques.

La microencapsulation de probiotiques aide a fixer et / ou améliorer les propriétés
sensorielles des produits finaux. En général, I'aigreur des laits fermentés par les souches
starters (comme le yaourt) encapsulées est plus faible (douce) que celles des yaourts
fermentés par les mémes souches starters mais non encapsulées. Ceci est di a la différence
du niveau d’acidification ayant lieu dans les deux produits (Adhikari et al., 2000).

Par conséquent, la microencapsulation de ferments lactiques conduit a la fixation de
la saveur des produits fermentés parce que les cellules encapsulées sont relativement ou
totalement inactives sur le plan métabolique et n'ont aucune influence sur le profil de

saveur des produits, en particulier pendant le temps de stockage.

De telles observations ont été mises en évidence par 1I’étude de Krasaekoopt et al.
(2003), qui n’a montré aucun changement significatif dans les propriétés sensorielles de
yaourts contenant les cellules encapsulées de Bifidobacterium bifidum et entreposés 3

semaines a 4°C.
1.2.4. Facteurs influant sur I'efficacité de la microencapsulation des probiotiques :

Parmi les différents paramétres d’évaluation de 'efficacité de I’encapsulation des
probiotiques, il y a le maintient de la survie de ce cellules dans I’aliment véhicule et lors du
transit digestif, les conditions environnementales, la cellule de presse / récupération de la
capacité et le temps de durcissement du gel (temps nécessaire pour la formation de

capsules).
1.2.4.1.Caractéristiques de capsule par rapport au milieu environnant:

La fabrication de capsules passe par une véritable sélection des matériaux entrant
dans la formulation du gel. Certaines défaillances, comme la fuite des ions sodium de la
structure des capsules d’alginate, peuvent remettre en cause 1’intégrité du gel

d’encapsulation.

Ainsi, les capsules d'alginate doivent étre évitées dans des environnements
contenant une forte acidité et des agents chélateurs. Cependant, dans un milieu a base de
lait, comme la creme liquide et le yaourt, en raison de la grande disponibilité d'ions

sodium, la fuite de ces derniers a partir de la structure des perles de gel pourraient étre
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considérablement réduite. Par conséquent, les perles de gel peuvent maintenir leur forme et

leur structure dans de tels milieux (Truelstrup-Hansen et al., 2002).

L'arrivée des cellules probiotiques a 1’état vivant dans l'intestin gréle est le but fixé
par ’encapsulation. La sélection d'un matériau de fabrication de capsules doit étre faite de

telle sorte que sa décomposition ait lieu apres le passage des perles dans l'intestin gréle.

Cependant, ce n'est pas toujours facilement réalisable en raison des restrictions au
niveau des caractéristiques chimiques des matériaux d'encapsulation. A cet égard, lorsque
les billes s’ouvrent dans l'intestin gréle, les cellules libérées sont attendues dans le gros
intestin. Néanmoins, parfois, le choc des sécrétions pancréatiques subit par les cellules

probiotiques aprés leur libération dans 1’intestin gréle pourrait réduire leur viabilité.

1.2.4.2. Revétement des capsules

Le revétement de capsules est un moyen efficace pour améliorer leurs
caractéristiques physico-chimiques. Par exemple, le revétement coquille sur les capsules
d'alginate qui les rend résistantes aux agents chélateurs d'ions sodium. En outre, leur
résistance mécanique augmente (Smidsrod et Skjak-Braek 1990). Le revétement des
capsules d'alginate (en particulier quand la concentration d’alginate utilisée est forte) par
du chlorure de sodium rend les perles plus solides avec une bonne stratification
(Chandramouli et al., 2004). Cette coquille n'a aucun effet significatif sur la capacité de

diffusion des capsules d'alginate (Tanaka et al., 1984).
1.2.5. Les matériaux utilisés pour encapsuler des cellules probiotiques
1.2.5.1. L’alginate

L'alginate est un polysaccharide d'origine naturelle extrait de différentes especes
d'algues et composé d’acides B-D-mannuronique et a-L-glucuronique (fig.8). La
composition de la chaine du polymére varie en quantité et en distribution séquentielle en
fonction de la source d'alginate, ce qui influence les propriétés fonctionnelles de I'alginate
comme matériel de support. Les hydrogels d'alginate sont largement utilisés dans
I'encapsulation cellulaire (Rowley et al., 1999) et I'alginate de sodium est préféré pour
I'encapsulation des probiotiques en raison de sa simplicité, colt non-toxicité,

biocompatibilité et faible (Krasaekoopt et al., 2003).
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Cependant, certains inconvénients sont attribués a I'utilisation de l'alginate. Par
exemple, des billes d'alginate sont sensibles a I'environnement acide (Mortazavian et al.,
2008) ce qui n'est pas compatible pour la résistance des micro-particules dans les affections
de I'estomac. D'autres inconveénients concernent I'intensification du processus qui est trés
difficile. En outre, les microparticules obtenues sont trés poreux qui est un inconvénient

lorsque I'objectif est de protéger les cellules de son environnement (Gouin, 2004).

Figure 8: Structure de I’alginate (De Vos et al.,2009).

Néanmoins, les défauts peuvent étre compensées par des alginates de mélange avec
d'autres composés polymeres, les capsules de revétement par un autre composé ou en
appliquant modification structurelle de I'alginate a I'aide de différents additifs
(Krasaekoopt et al., 2003). Par exemple, I'alginate mélangé avec de I'amidon est
couramment utilisé et il a été démontré que cette méthode provoque une amélioration de
I'efficacité de I'encapsulation des probiotiques (Sultana et al., 2000;. Sun et Griffiths,
2000;. Truelstrup-Hansen et al., 2002; Krasaekoopt et al., 2003).

1.2.5.2. La gomme gellane et la gomme de xanthane.

La gomme de gellane est un polysaccharide microbien provenant de Pseudomonas
elodea, qui est constitué d'un motif répétitif de quatre monomeres qui sont le glucose,
I'acide glucuronique, le glucose et le rhamnose (Chen et Chen, 2007). Un mélange de
xanthane-gomme gellane a été utilisé pour encapsuler des cellules probiotiques (Sultana et
al., 2000;. Sun et Griffiths, 2000) et contrairement a l'alginate, le mélange présente une

haute résistance a des conditions acides.
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Le xanthane produit par I’activité fermentaire de Xanthomonas campestris, désigné
la gomme xanthane, est un polysaccharide microbien anionique avec un squelette
disaccharidique et une chaine latérale de trisaccharide (fig. 9). Les résidus terminaux des
différents mannoses dépendent de la souche de Xanthomonas campestris. La gomme de
xanthane est soluble dans I'eau froide et présente un comportement pseudo-plastique.

La viscosité du xanthane est stable sur une large gamme de pH, de concentrations
de sel et température, et résiste a la décomposition enzymatique (SOMA et al., 2009). Le
pouvoir epaississant, stabilisant et émulsifiant représente quelques-unes des propriétes
fonctionnelles bien établies de la gomme de xanthane.

En fonction de la gomme de xanthane comme agent épaississant, il a été remarqué
que la force de son cisaillement était faible, sa raideur et son agrégation variables (SOMA
et al., 2009).

1.2.5.3. Le K-carraghénane

Le k-carraghénane est un polymeére naturel (fig. 10) qui est couramment utilisé dans
I'industrie alimentaire. La technologie utilisant le composé nécessite une température
comprise entre 40 et 50° C au cours de laquelle les cellules sont ajoutées a la solution de
polymere. En refroidissant le mélange dans la chambre de température, la gélification se
produit, puis, les microparticules sont stabilisées par I'addition d'ions de potassium
(Krasaekoopt et al., 2003).

L'encapsulation des cellules probiotiques dans k-carraghénane perles maintient les
bactéries dans un état viable (Dinakar et Mistry, 1994), mais la production des gels sont

fragiles et ne sont pas en mesure de résister a des contraintes (Chen et Chen, 2007). .

Bien que le carraghénane forme des gels par lui-méme, les propriétés de gel sont
fortement influencées par I’addition d'ions et d'autres gommes en raison des effets de
stabilisation et de synergie, respectivement. Les ions potassium ont été trouvés plus
efficaces pour augmenter la force du gel et ont été utilisés pour la microencapsulation de

probiotiques.

Dans une étude de Tsen et al. (2008), la viabilité des cellules de Lactobacillus
acidophilus a été significativement améliorée lorsqu’elles étaient encapsulées avec du k-
carraghenane lors de la fermentation du jus de tomate et de son stockage a 4 °C pendant 10

semaines en comparaison avec des cellules libres.

Chapitre I . Revue bibliographique




Rahali.(2013).Biomatériaux d’encapsulation et survie des bactéries lactiques.mag.hyg.sec.alim.Univ.Mostaganem.

Dans une autre étude, 1'encapsulation avec du k-carraghénane a montré une
viabilité accrue des bifidobactéries dans le yaourt entreposé plus de 4 semaines a 4°C en

comparaison avec les cellules non encapsulées (Adhikari et al., 2000).

Ding et Shah (2009) ont montré que la viabilité de 10 différentes souches
probiotiques encapsulées dans du k-carraghénane a été significativement améliorée dans
des simulations d’environnement gastrique et intestinal. Le k-carraghénane , combiné avec
LBG, a réussi a maintenir la viabilité des bactéries lactiques piégées dans une solution de
glycérol salée a 4 ° C pendant au moins 11 jours avant d'atteindre 10° UFC / mL (Audet et
al .,1991)

1.2.5.4. L'acétate phtalate de cellulose

En raison de sa stabilité, I'acétate de cellulose phtalate est utilisé pour contrdler la
libération du médicament dans l'intestin (Mortazavian et al., 2008). L'avantage de ce
composant est qu'il n'est pas soluble a pH acide (inférieur a 5), mais il est soluble a un pH
supérieur a 6.

L'encapsulation de bactéries probiotiques a l'aide d'acéetate de cellulose phtalate
fournit une bonne protection pour les microorganismes dans des conditions gastro-

intestinales simulées (Favaro-Trindade et Grosso, 2002).
1.2.5.5. Le chitosane.

Le chitosane est un polysaccharide linéaire composé de motifs glucosamine
pouvant se polymériser par réticulation en présence d'anions et de polyanions. Ce matériau
n'a pas montré une bonne efficacité d’augmentation de la viabilité cellulaire par
encapsulation. C’est ce qui fait qu’il est utilisé de préférence comme un manteau, mais pas

comme une capsule (Mortazavian et al., 2008).

En fait, I'encapsulation de bactéries probiotiques avec l'alginate et un revétement de
chitosane assure une protection dans des conditions digestives simulées et qui représente,

par conséquent, un bon moyen de livraison des cellules bactériennes viables dans le c6lon
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Figure 9 : la gomme de xanthane (SOMA et al., 2009)

OH
050

Q

f H OH

H H H

kappa-carrageenan

Figure 10 : Structure du kappa-carragheenane (Krasaekoopt et al., 2003).
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(Chavarri et al., 2010). Toutefois, le chitosane présente certains inconvénients et il
semble avoir des effets inhibiteurs sur les bacteries lactiques ( LAB) , par exemple
(Groboillot et al., 1993).

I.2.5.6. L’amidon.

L'amidon est un polysaccharide constitué d'un grand nombre d'unités de glucose
reliées entre elles par des liaisons glucosidiques. L'amidon se compose essentiellement
d'amylose, d'un polymeére linéaire de D-glucopyranose reliés par une liaison glucosidique
a-1-4 et I'amylopectine, un polymére ramifié d’unités glucose reliées par une liaison

glucosidique a-1-4 et un lien glycosidique de ramification a-1-6 (Sajilata et al., 2006).

L'amidon résistant est I'amidon qui n'est pas digéré par les enzymes pancréatiques
(amylases) dans l'intestin gréle. L'amidon résistant peut atteindre le cdlon ou il sera
fermenté (Sajilata et al., 2006;. Anal et Singh, 2007). Cette spécificité assure une bonne
caractéristique de livraison entérique qui représente une bien meilleure libération des
cellules bactériennes dans le gros intestin.

En outre, de par sa fonctionnalité prébiotique, I'amidon résistant peut étre utilisé par
les bactéries probiotiques dans le gros intestin (Mortazavian et al., 2008). Enfin, I'amidon
résistant est une surface idéale pour I'adhérence des cellules probiotiques sur les granules
d'amidon (Anal et Singh, 2007), ce qui peut améliorer la prestation des probiotiques dans

un état viable et un metabolisme actif de I'intestin (Crittenden et al., 2001 ).
1.2.5.7. La gélatine.

La gélatine est une protéine de gomme, ce qui en fait un gel thermoréversible et a
été utilisée pour I'encapsulation de probiotiques, seule ou en combinaison avec d'autres
COMpPOSES.

En raison de sa nature amphotere, elle constitue un excellent candidat pour la
coopération avec des polysaccharides anioniques tels que la gomme gellane. Ces
hydrocolloides sont miscibles a un pH supérieur a 6, a la fois parce qu'ils portent des
charges nettes negatives et se repoussent mutuellement.

Cependant, la charge nette de la gélatine devient positive lorsque le pH est ajusté
au-dessous du point isoélectrique, ce qui provoque la formation d'une forte interaction avec

la gomme gellane chargée negativement (Krasaekoopt et al., 2003; Anal et Singh, 2007).
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1.2.5.8. Les protéines du lait

Les protéines du lait sont des véhicules naturels pour les cellules probiotiques et en
raison de leurs propriétes structurelles et physico-chimiques, elles peuvent étre utilisées

comme systeme de délivrance de ces cellules (Livney, 2010).

Par exemple, les protéines ont d'excellentes propriétés de gélification et cette
spécificité a été récemment exploitée par Heidebach et al. (2009a, b) pour encapsuler des
cellules probiotiques. Les résultats de ces études sont prometteurs et l'utilisation de

protéines de lait reste intéressante en raison de leur biocompatibilité (Livney, 2010).

1.3. Capsules et contexte gastro-intestinal.
Lors de la conception des systémes de distribution pour I'encapsulation des
probiotiques dans le but de fournir une libération contrélée, il est nécessaire de considérer

la physiologie complexe du tractus gastro-intestinal.

Typiquement la libération des bactéries sera déclenchée par la dégradation, a la
désintégration ou dissolution de la capsule a travers laquelle les bactéries, généralement
trop grosses, ne peuvent pas diffuser (Gombotz et Wee., 1998). Le long du tractus gastro-
intestinal, il ya différentes méthodes possibles pour la livraison, en fonction du pH, le

temps, la pression péristaltique et la fermentation bactérienne intestinale.

Apreés l'ingestion, un probiotique microencapsulé va passer vite a travers 1'cesophage
(prenant environ 10-14 (Cook et al., 2012) et atteindre I’estomac, ce qui représente le
compartiment dans lequel a lieu la plus grande perte de viabilité cellulaire en raison de son

environnement trés acide.

Le pH et le temps de transit & travers I'estomac varient considérablement d’un sujet a
’autre et dépend de nombreux facteurs, tels que le temps écoulé depuis I'alimentation et
I'dge. Le pH de I'estomac se situe entre 1 et 2.5 selon le type d’alimentation (Evans et al.,
1988), mais peut atteindre 5 chez certains patients a alimentation particuliere (Fordtran et
Walsh.,1973).

Le temps de vidange gastrique est également tres variable (McConnell et al., 2008), et il
est souvent compris entre 5 min et 2 h, mais la moitié du temps de vidange gastrique a été

estimée a l'aide de tests d'haleine au carbone 13 a environ 80,5 min (Hellmig, 2006).
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La vidange du contenu de I'estomac est généralement le résultat de I'action
péristaltique connue sous la terminologie complexe de « migration myoélectrique »
(Janssens et al., 1983), tandis que le sphincter pylorique assure la retenue de grands
contenus insuffisamment digéres (Cook et al., 2012). En conséquence, le séjour des

particules les plus petites sera plus court.

L'estomac a une capacité de fluide allant jusqu'a environ 1.5 L, mais généralement ne
contient que 50 mL a je(n (Cook et al., 2012). En plus de I’acide chlorydrique, I'estomac

contient également la pepsine, une enzyme protéolytique, qui décompose les protéines.

Apres passage dans l'estomac, les microcapsules arrivent dans l'intestin gréle. La durée
du transit intestinal est variable de 0.5a~ 9,5 h (Cook et al., 2012). Cette variation
significative du temps de transit de l'intestin gréle a été observée d’une maniere répétée
chez un seul patient (McConnell et al., 2008), ce qui implique une grande variabilité

interindividuelle.

Le pH de l'intestin gréle se situerai dans la gamme de pH 6.15 — 7.35 dans la région
proximal et 6.80-7.88 dans l'intestin gréle distal. Aprés passage dans l'intestin gréle, les
capsules atteindront le gros intestin ou le pH est compris entre 5.26 et 6.72 dans le c6lon
ascendant, et entre 5.20 a 7.2 dans le c6lon descendant (Cook et al., 2012). Le temps de
transit des produits pharmaceutiques dans le gros intestin est trés variable, avec une gamme
de 6-32h habituellement rapportée (Coupe et al., 1991), mais des durées plus longues ont
également été observées (Sathyan et al., 2000). Quand les capsules descendent le tube
digestif, la quantité de liquide présente diminue a mesure que le contenu est compacté dans
les feces (McConnell et al.,2008).

Le gros intestin, contrairement au reste du tractus gastro-intestinal, abrite une
importante population d'especes bactériennes indigénes qui dégrade les polysaccharides
comme les pectines (Chourasi, 2003). Ce principe a été utilisé comme un mécanisme de
libération des petites molécules médicamentaeuses encapsulées dans le systéeme digestif
(Sinha, Kumria.,2003), mais pas encore pour la livraison de probiotiques. L'adhérence des
probiotiques aux muqueuses qui tapissent les tissus épithéliaux est un outil supplémentaire

pour le contréle de leur libération dans le systéme digestif (Sogias et al., 2008).
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Le mécanisme exact de la mucoadhésion n'est pas entierement élucidé, mais on pense
qu'il est fondé sur l'interpénétration des macromolécules mucoadhésives
et du mucus, suivie par la mise en place de plusieurs types d'interactions électrostatiques,
notamment, les liaison hydrogenes et les interactions hydrophobes (Khutoryanskiy, 2011).
Des effets de diffusion et de friction d’ordre mécanique peuvent également étre impliqués.
Ce type d'adhésion a la surface des muqueuses va augmenter le temps de résidence dans le
tractus gastro-intestinal et peut étre utilisé en adjonction a des formulations a libération

retardée.
1.4. les critéres de selection des biomatériaux pour la microencapsulation :

Le concept de biomatériaux se traduit généralement par diverses définitions. Une
définition souvent acceptée dans le domaine de la biologie et de la médecine est "tout
matériau naturel ou non, qui est en contact direct avec une structure vivante et est destiné a
agir avec les systemes biologiques».

Les biomatériaux utilisés pour 1’encapsulation des probiotiques comprennent des
polymeres naturels et polymeres synthétiques (Gentile et al., 1995).

Les termes biocompatible et biodégradable sont associés a cette notion biomatériaux. Les
biomatériaux utilisés pour 1’encapsulation des probiotiques sont en contact direct avec les
cellules vivantes.

Aprés microencapsulation, le dispositif de protection a base de biomatériau est
destiné a étre en contact avec le tube digestif de I'h6te. Pour toutes ces raisons, la plupart
des criteres généraux développés pour choisir un biomatériau peuvent étre appliqueés.

Les criteres de sélection des biomatériaux pour I’encapsulation des probiotiques
sont les suivants: (a) les propriétés physico-chimiques du biomatériau (composition
chimique, la morphologie, la résistance mécanique, la stabilité dans les fluides gastriques
et intestinaux; (b) son inocuité; (c) les processus de fabrication et de stérilisation.

Le biomatériau le plus couramment utilisé pour 1’encapsulation des probiotiques est
de l'alginate. D'autres biomatériaux sont aussi utilisés ; il s’agit du carraghénane, de la
gélatine, du chitosane, des protéines de lactosérum, I'acétate phtalate de cellulose, la

gomme de caroube et des amidons (Gildas et Vandamme, 2012; Ziar et al., 2012).
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CHAPITRE II: MATERIELS ET METHODES.

L'ensemble de ce travail a été réalise au laboratoire des micro-organismes
bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS, INES de chimie ), faculté

des sciences de la nature et de la vie de ’'université Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem.
I1.1. Matériels
I1.1.1. Souches utilisees

- Lactobacillus rhamnosus: souche expérimentale LBRE-LSAS provenant de la
collection du laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de
la santé (LMBAFS, Université de Mostaganem) ou elle a été isolée a partir de selles de
bébés en bonne santé et ne recevant pas d’antibiothérapie, nourris exclusivement au sein et

agés de 2 a 3 semaines.

- Bifidobacteruim animalis subsp. lactis : souche probiotique de référence, connue

commercialement sous la désignation Bb-12 (Chr. Hansen-Danemark).

11.1.2. Galactomannanes : il s’agit de la gomme brute non purifiée préparée au

laboratoire a partir des graines de caroube, de la région Tissemsilet.

11.1.3. Alginate de sodium : la poudre d’alginate de sodium E 401 (GRINDSTED R.
Alginate FD 120059912 Material no, Danisco-France), nous a été aimablement offerte par
la firme Danisco a Alger.

11.1.4. Les sels biliaires : mixture de sels biliaires : cont. Sodium dihydroxy-3a, 12a-
cholan-5R oate-24, référence R : 22 ; Merck KGaA (Allemagne).

11.1.5. le xanthane : Xanthan gum from Xanthomonas campestris de la marque

G1253 Sigma.
11.1.6. carraghénane : (E407, Danisco, ALger)
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11.1.7. Les milieux de culture

- Bouillon MRS- cys : Le bouillon MRS de MAN, ROGOSA et SHARPE (De Man
et al., 1960), référence E Merck, 64271 Darmstadt, Allemagne, additionné de
chlorhydrate de cystéine a 0.05% a été utilisé pour la réactivation des souches
LBRE-LSAS, Bb12

- MRS cysteiné gélosé (MRS- cys) : 11 s’agit du milieu MRS bouillon additionné de

15g d’agar —agar, et réparti dans des flacons et autoclave 15 minutes a 121°C.
I1.2. Repiquage et revivification

Les souches utilisées étaient conservées dans des Eppendorf a une température de -
70°C. Elles sont réactivées et maintenues vivantes par un repiquage d’un inoculum de 1%
dans le milieu MRS bouillon, incubées a 37°C pendant 24 h et sont ensuite conservées a
4°C.

11.2.1. Vérification de I'identité des souches

Avant de procéder aux cultures, les souches bactériennes utilisées ont été sujettes aux

colorations au bleu de méthylene et de Gram.
11.2.2. Préparation de I’inoculum

72 heures avant de commencer chaque expérience, les cultures sont revivifiées par
une série de trois inoculations de 200 microlitres dans 10 ml de MRS bouillon et incubées
a 37°C pendant 24h dans une jarre d’anaérobiose avec systeme générateur de CO:

(Anaérocult).
11.2.3. Ajustement de I'inoculum

L'ajustement de I'inoculum s'effectue a l'aide d'une cellule de Thoma. La formule de

dénombrement est la suivante :
X=4.108.n
ou: X: nombre de cellules dans 1 mL.

n : nombre de cellules dénombrées dans un carré.
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11.3. Préparation de la solution de galactomannanes

Les galactomannanes ont été extraits de la caroube suivant la méthode décrite par
Dakia et al. (2008).

- Peser 100 g de graines (~780) de caroube.

- Chauffer a ébullition 100°C les graines de caroubes dans 800 mL d’cau distillée
pendant 1 heure.

- Séparer le tégument et le germe de I’endosperme manuellement.

- Mettre les endospermes a sécher dans un four a 100°C pendant 1- 2 heures jusqu’au
poids stable.

- Ecraser les endospermes séchés pour en faire de la poudre. Pour 1’obtention d’une
farine fine, utiliser un molinex.

- Utiliser la farine de galactomannanes pour préparer la solution de galactomannanes

a 2% (p/v) dans I’eau distillée stérile.

11.4. Technique d’encapsulation des cellules bactériennes (Ziar et al.,2012)

- Préparer une solution stérile d’alginate de sodium a 1.8 %.

- Préparer une solution stérile de CaCl, a 0.1 M.

- Dans un bécher stérile verser 100 mL d’huile végetale (Tournesol et Soja)

- Additionner 1mL de polysorbate 80.

- Préparer un mélange de culture bactérienne (culot lavé une fois et dont la charge
microbienne est ajustée), de solution de galactomannanes stérile (par ébullition a
80°C /30 min) et de la solution d’alginate de sodium .

- Agiter doucement le mélange et faire tomber doucement des microgouttelettes du

mélange réalisé sur I’huile.
- Le mélange doit étre agité entre 200 a 400 tours/ min pendant 20 minutes.

- Ajouter doucement par coulage sur les parois, une solution de CaCl, (100 a 200

mL) jusqu’a ce que I’émulsion se rompe.

- Apres 15 minutes d’agitation, séparer les capsules formées d’alginate de calcium-

galactomannanes de la phase aqueuse.
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- Rincer 2 fois avec une solution saline stérile (0.9% NaCl + 5% glycérol) et puis
conserver dans des tubes stériles hermétiquement clos a 4°C.

Remarque : lors de I’utilistation de carraghenane le méme protocole décrit

précédement sauf a la place de CaCl on utilise KCl a 0.1M .

11.5. Tests de survie des souches encapsulées aux conditions digestives simulées in
vitro. (model gastro-intestinal simulé)

Les souches encapsulées ou libres ont été confrontées aux hostilités digestives
simulées in vitro par reproduction des conditions de pH, d’enzymes et de bile du systeme
digestif humain.

Les bactéries libres ou encapsulées (100puL d’une suspension a 1.108 UFC/mL)
sont exposées a I’environnement physico-chimique stomacal (incubation de 2h dans du
tampon HCI-KCI (0,1 M) additionné de 0.3% de pepsine: P/V, pH 2, agitation 100
tours/min) et intestinal stériles (les cellules « 100uL » issues de la premiére incubation de
2h sont transférées dans un tampon phosphate (0,1M) additionné de 0.3% de bile: P/V, pH
6.5, pour étre de nouveau incubées pendant 16h sous agitation de 100 tours/min).

Les incubations sont réalisées a 37°C dans une jarre d’anaérobiose grace au systéme
générateur de CO2 Anaeérocult.

La survie des bactéries encapsulées ou libres aux conditions hostiles de 1’estomac et de
I’intestin est évaluée par dénombrement des cellules a différents intervalles de temps

d’incubation.
11.6. Analyses microbiologiques

- La biomasse est déterminée par ensemencement en surface de 100uL sur milieu
approprié de la dilution adéquate.

- Les dilutions décimales permettant le dénombrement seront réalisées dans la
solution de dilution simple (DS).

- Le nombre de cellules viables, déterminé 3 fois, est calculé a partir de colonies
appropriées obtenues aprés incubation de la souche considérée sur milieu

spécifique et est exprimé en log UFC/mL.

- Pour dénombrer les cellules encapsulées qui ont survécu au stress physico-
chimique: prendre 1mL de I’échantillon et le diluer dans 9 mL du tampon

phosphate de sodium (PBS 0.2 M, pH =7,), agiter vigoureusement 20 min a 4°C
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pour la libération totale des cellules de leurs capsules (Godward et Kailasapathy,

2003) et procéder comme auparavant.

11.7. Traitement statistique des résultats

Chaque test a été indépendamment réalisé en 3 exemplaires et chaque exemplaire a
été répétée trois fois dans un dispositif en randomisation totale et les résultats obtenus ont
été soumis a 1’analyse de variance (ANOVA) en utilisant le logiciel STATBOX (version
6.1, France).

La comparaison des moyennes a été réalisee par le test de Student-Newman-Keuls
au seuil de 5% pour comparaison multiple. A P<0.05, la différence est considérée

significative.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

Apres leur microencapsulation aux gels de galactomannanes extraits de grainess de
caroube seuls ou combinés a I’alginate-calcium, au carraghénane ou au xanthane, les
souches lactiques Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12 ont été soumises aux conditions digestives simulées in vitro dans le but
de tester leur viabilité dans un environnement physico-chimique et enzymatique rappelant

celui de I’estomac et de I’intestin (acidité, pepsine, bile).

I11.1. Effets de ’encapsulation avec divers biomatériaux sur la survie in

vitro de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis

subsp lactis Bb12 aux conditions gastriques simulées.

Les souches bénéfiques Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 libres (témoin) ou encapsulées (échantillon) ont été soumises
aux conditions gastriques simulées par 1’addition de I’enzyme pepsine (3g/l) et
I’ajustement du pH a 2 pour créer I’environnement acide de 1’estomac. La survie des
bactéries a été évaluée apres des séjours de 30, 60 et 120 min dans cet environnement

acide.

111.1.1. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube seuls
sur la survie des deux souches lactiques LBRE-LSAS et Bb12 aux
conditions gastriques.
L’utilisation des galactomannanes seuls dans I’encapsulation des deux souches
bénéfiques, Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp

lactis a montré une légére différence dans la viabilité de ces souches par rapport a leur état
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libre (non encapsulées) lorsqu’elles sont soumises a un environnement gastrique simulé in
vitro (fig. 11).

La biomasse initiale (9.1 log UFC/mL) de la souche Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS non encapsulée (cellules a I’état libre représentant le témoin) enregistre un
taux de diminution de I’ordre de 15.05% (soit une réduction de -1.37 log UFC/mL) apres
30 min d’exposition aux conditions gastriques (pepsine: 3g/L et pH = 2).

Pour cette méme durée d’exposition (30 min), ces mémes cellules encapsulées
survivent légerement, mais alors, a peine mieux dans cet environnement gastrique hostile,
puisqu’une diminution du nombre de cellules vivantes de 13.04% (soit une réduction de -

1.20 log UFC/mL) seulement a été enregistrée (fig. 11A).

La poursuite de I’exposition de cette souche LBRE-LSAS a I’acidité de I’estomac a
60 min provoque une perte cellulaire supplémentaire a celle déja enregistrée entre 0 et 30
min équivalente a 1.73 log UFC/mL, totalisant 3.1 log UFC/mL de cellules perdues entre 0
et 60 min d’exposition (soit un taux de diminution de la biomasse initialement engagée

dans ce test équivalent a -34.06%) a 1’état non encapsulée (état libre ou témoin) (fig.11A).

L’effet de I’encapsulation de L. rhamnosus LBRE-LSAS sur sa survie se fait encore
sentir d’une maniére tres légere pendant cette méme durée d’exposition (60 min) des
capsules de cellules a ’environnement gastrique, puisque le nombre de bactéries diminue
de 1.55 log UFC/mL (soit -13.04%) entre la 30°™ et la 60°™ minute d’exposition,
totalisant une réduction de 2.75 log UFC/mL (soit — 29.89%) seulement entre le début (0

min) et la 60°™ minute.
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La prolongation du temps de séjour dans les conditions gastriques des cellules de L.
rhamnosus LBRE-LSAS libres et encapsulées dans le gel de galactomannanes de caroube
a 120 min ne va pas changer cette tendance a la baisse de la viabilité, et surtout ce Iéger
effet protecteur des capsules ; de sorte qu’entre la 60°™ et la 120°™ minute, les pertes du
lactobacille a I’état libre (non encapsulé) ne sont que légérement supérieures (1.80 log
UFC/mL ; soit une diminution de 30%) que celles de 1’état encapsulé (1.58 log UFC/mL ;
soit une diminution de 24.49%).

En considérant la totalité du séjour de la souche L. rhamnosus LBRE-LSAS dans
les conditions gastriques, c'est-a-dire de 0 a 120 min, il apparait qu’elle perd,
respectivement, 4.90 et 4.33 log UFC/mL de biomasse a ’état libre et encapsulée dans le
gel de galactomannanes de caroube ; ce qui correspond a des taux de pertes respectifs de sa
survie équivalents a 53.84 et 47.06%.

En récapitulant, il apparait que L. rhamnosus LBRE-LSAS n’est pas efficacement
protégée contre I’environnement gastrique par les capsules faites de galactomannanes de
caroube.

Si on regarde maintenant les résultats concernant la souche probiotique
Bifidobacterium animalis subsp lactis ou Bb12, on remarque qu’elle résiste globalement
mieux a I’environnement gastrique par rapport a L. rhamnosus LBRE-LSAS étant donné
les taux de survie plus élevés enregistrés, soit a 1’état libre (64.20 versus 46.16%), soit a
I’état encapsulée aux galactomannannes (71.13 versus 52.94%) (fig.11B). Il faut avouer
que cette plus grande résistance de Bifidobacterium a I’environnement gastrique hostile est
quelque peu surprenante au vu de la grande vulnérabilité de ce genre bactérien a I’acidité
rapportée dans la littérature. Néanmoins, tout en gardant a I’esprit la nécessité de vérifier la

reproductibilité de ces résultats, et en
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Figurell: Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube seuls sur la
survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et Bifidobacterium animalis subsp
lactis Bb12 (B) aux conditions gastriques simulées in vitro (3g/L pepsine et pH 2).

Chapitre 111 . Resultats et discussion




Rahali.(2013).Biomatériaux d’encapsulation et survie des bactéries lactiques.mag.hyg.sec.alim.Univ.Mostaganem.

dépit de cette forte survie, ces observations constituent un argument en faveur de I’effet
positif de I’encapsulation des cellules sur leur survie aux conditions gastriques.

Au bout de 30 min de séjour des cellules bifides Bb12 non encapsulées (état libre
représentant le témoin) dans le milieu gastrique simulé, il y a perte de 12.63% (soit -1.2 log
UFC/mL) de biomasse ; alors qu’a 1’état encapsulée dans le gel de galactomannanes de
caroube, ces pertes sont limitées a 9.27% (soit 0.9 log UFC/mL).

La prolongation de ce séjour a 60 min ne modifie pas cette tendance a la différence
des pertes en biomasse bifide entre bactéries libres et encapsulées, et qui est a I’avantage,
évidemment, des cellules encapsulées qui sont légérement moins touchées par 1’acidité
gastrique qui leur est imposée.

En effet, dans I’intervalle 30-60 min de séjour des cellules Bb12 non encapsulées
(libres = témoin) dans ’environnement gastrique, on enregistre des pertes de 1’ordre de
12.05% (soit 1 log UFC/mL) pour les cellules non encapsulées (libres), et de 8.25% (soit
0.8 log UFC/mL) pour celles qui ont été encapsulées aux galactomannanes de caroube.

Si on ajoute ces pertes a celles enregistrées entre 0 et 30 min, il apparait que 23.15%
(soit 2.2 log UFC/mL) des cellules Bb12 libres et 17.52% (soit 1.7 log UFC/mL) des

cellules Bb12 encapsulées disparaissent (fig.11B).

Dans [l’intervalle 60-120 min de séjour des cellules bifides Bbl2 dans
I’environnement gastrique, on a enregistré des pertes de biomasse de ’ordre de 16.43%
(soit 1.2 log UFC/mL) pour les cellules non encapsulées et de 11.34% (soit 1.1 log
UFC/mL) pour les cellules encapsulées.

Si on considere les pertes de cellules Bb12 cumulées durant toute la durée de leur

exposition aux conditions gastriques (entre 0 et 120 min), on pourra dire que les cellules
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non encapsulées et encapsulées aux galactomannanes de caroube sont perdues a hauteur de

35.80 et 28.87%, respectivement.

Ces résultats dénotent clairement qu’il existe une certaine protection des bactéries
bénéfiques par les galactomannanes de caroube, combien méme elle est faiblement
exprimée, vis-a-vis des hostilités gastriques, représentées, essentiellement, par 1’acidité et
I’enzyme pepsine.

Cependant, 1’analyse statistique des résultats a révélé qu’il n’y a pas de différences
significatives (P< 0.05) dans la survie des cellules libres et des cellules encapsulées dans

les deux souches testées LBRE-LSAS et Bb12 aux galactomannanes de caroube seuls.

Ding et Shah (2009b) ont utilisé la gomme LBG (Locust Bean Gum) dans
I’encapsulation des dix souches probiotiques qu’ils avaient soumises a 1’acidité gastrique
simulée (pH = 2). lls ont constaté que toutes les souches testées ont subi une perte
progressive de leur viabilité au cours de leur séjour dans cet environnement acide. Apres
120 min de séjour, le nombre de cellules viables était inférieur a 6 log UFC/mL , valeur qui
représente le niveau minimal requis pour espérer I’effet bénéfique attendu in vivo de la part

de souches probiotiques (Pimentel-Gonzalez, 2009).

Soma et al. (2009) ont rapporté que la LBG ne posseéde pas un pouvoir de
gélification suffisamment élevé pour étre utilisée seule comme matériau unique
d’encapsulation des bactéries probiotiques. Ces auteurs avaient suggéré de I’utiliser en
association avec d’autres biomatériaux comme les carrhagénnanes ou le xanthane pour

bénéficier d’un effet synergique développant un pouvoir gélifiant suffisamment résistant.

Chapitre 111 . Resultats et discussion




Rahali.(2013).Biomatériaux d’encapsulation et survie des bactéries lactiques.mag.hyg.sec.alim.Univ.Mostaganem.

111.1.2. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube
combinés a I’alginate de sodium sur la survie des deux souches lactiques

LBRE-LSAS et Bb12 aux conditions gastriques.

La survie des deux souches testées a 1’état libre (non encapsulées = témoin) ou
encapsulées par le gel mixte de galactomannanes de caroube et d’alginate de sodium dans
des conditions gastriques simulées in vitro (par 3g/L pepsine et pH 2) est représentée dans
la figure 12.

Avant incubation des souches (0 min d’exposition), la biomasse viable de la souche
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS est de 8,9 log UFC/mL pour les cellules libres (non
encapsulées). Trente minutes aprés un séjour dans les conditions acides et en présence de
pepsine, cette biomasse non encapsulée est perdue a un taux de I’ordre de 15.05% (soit -
1.37 logUFC/mL).

En revanche, au cours de cette méme durée de séjour (0-30 min) et lorsque ces
mémes cellules sont encapsulées au gel mixte «galactomannanes de caroube-alginate de
sodiumy, les pertes en cellules sont plus faibles et représentent 8.16% de la biomasse de
départ seulement (soit -0.8 log UFC/mL) (fig. 12A).

Lorsque le temps de séjour des cellules est prolongé a 60 min, et si ’on considere
I’intervalle du temps d’exposition 30 a 60 min, on remarquera que les pertes de
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS non encapsulées augmentent plus et, atteignent un
taux équivalent a 22.38% (soit -1.73 log UFC/mL) par rapport a la biomasse mesurée a 30
min ; alors que celles des encapsulées au gel mixte galactomannanes de caroube-alginate
de sodium sont, non seulement beaucoup plus inférieures dans cet intervalle (6.67% soit -
0.6 log UFC/mL seulement), mais aussi par rapport a celles enregistrées pour les cellules

encapsulées dans I’intervalle 0-30 min (8.16% soit -0.8 log UFC/mL, voir précedemment).
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Les pertes enregistrées pour ce lactobacille pendant la totalité des 60 minutes (c'est-
a-dire de 0 a 60 min) de son exposition a I’environnement gastrique s’élévent a 34.06%
(soit 3.1 log UFC/mL) a I’état libre (non encapsulé) et a seulement 14.28% (soit 1.4 log
UFC/mL) quand il est encapsulé dans le gel mixte de galactomannanes de caroube et
d’alginate de sodium. Il apparait ainsi que les capsules fabriquées exercent bel et bien un
effet protecteur de la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS aux conditions
d’acidité, en particulier, de I’estomac.

Ces pertes s’accentuent davantage avec la poursuite de 1’exposition de cette souche
a ces conditions gastriques pendant, encore, 60 minutes supplémentaires. En effet, dans
I’intervalle 60-120 min, on enregistre, respectivement, des pertes de I’ordre de 30% (soit
1.8 log0 UFC/mL) et de 11.90% (soit 1 log UFC/mL) pour les cellules libres (non
encapsulées) et celles encapsulées dans le gel mixte de galactomannanes de caroube et
d’alginate de sodium (fig.12A).

Cet effet positif de I’encapsulation sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-
LSAS a l’acidité gastrique est clairement mis en évidence lorsqu’on compare les résultats
obtenus sur toute la durée de I’exposition des cellules (soit de 0 a 120 min). En effet,
53.84% (soit 4.9 log UFC/mL) des cellules non encapsulées sont perdues contre,
seulement, 35.79% (soit 3.4 log UFC/mL) dans le cas des mémes cellules encapsulées dans

le gel associant les galactomannanes de caroube a 1’alginate (fig.12A).

Dans les mémes conditions gastriques, la survie de la souche probiotique,
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12, s’est révélée plus forte que celle du
lactobacille, Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS ; que cela soit a 1’état libre (non

encapsulée) ou encapsulé aux galactomannanes de caroube associés a 1’alginate.
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Pendant les 30 premicres minutes de 1’exposition, 13.18% (soit 1.20 log UFC/mL)
des cellules bifides non encapsulées sont perdues ; alors que seulement 1.01% (soit 0.1 log
UFC/mL) des cellules encapsulées le sont. La différence est nette quant a 1’efficacité des
biomatériaux utilisés dans 1’¢laboration du gel d’encapsulation a préserver la survie de

cette souche (fig.12B).

Dans I’intervalle 30-60 min, la survie de la Bb12 diminue encore a un taux de
12.05% (soit 1 log UFC/mL) quand elle n’est pas encapsulée et de 8.16% (soit 0.8 log
UFC/mL) sous forme encapsulée.

Si ’on se réfere a la biomasse initiale d’avant incubation (0 min) et au bout d’une
heure d’exposition, la souche Bbl2 s’avére beaucoup plus résistante a 1’environnement
hostile de I’estomac que le lactobacille LBRE-LSAS, puisque les pertes de survie ne sont
que de 23.16 versus 34.06% (soit 2.2 versus 3.1 log UFC/mL) a I’état libre (non

encapsulée) et de 9.09 versus 14.28% (soit 0.9 versus 1.4 log UFC/mL).

Lorsque le temps d’exposition des cellules est poursuivi a 120 min, il apparait
qu’entre 60 et 120 min, il y a maintien du rythme de pertes en cellules Bb12 a un niveau de
16.43% (soit 1.2 log UFC/mL) a 1’état libre (non encapsulé) et de 6.67% (soit 0.6 log
UFC/mL) a I’état encapsulé. Cette différence quantitative dans les pertes en cellules
encapsulées en non encapsulées persiste pour affirmer sans équivoque 1’efficacité du gel
mixte de galactomannanes associés a 1’alginate de sodium dans la protection de
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 contre 1’hostilité gastrique (fig.12B).

Au cours de la totalité du séjour dans les conditions gastriques simulées (de 0 a 120
min), la souche Bb12 affiche des pertes de 1’ordre de 35.79% (soit 3.4 log UFC/mL) versus

53.84% (soit 4.9 log UFC/mL) pour le lactobacille LBRE-LSAS a I’état non encapsulée ;
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et de 17.17% (soit 1.7 log UFC/mL) versus 24.49% (soit 2.4 log UFC/mL) pour LBRE-

LSAS a I’état encapsulé.

Ces observations confirment 1’efficacité des galactomannanes combinés a 1’alginate
de sodium dans la préservation de la survie des deux souches testées vis-a-vis de
I’environnement gastrique qui constitue le facteur limitant le plus important dans

I’utilisation des probiotiques d’une maniére globale.

Pimentel-Gonzalez et al. (2009) avaient montré que la microencapsulation de
Lactobacillus rhamnosus par le lactoserum garantissait une biomasse de 7 log UFC/mL,

alors que le nombre de cellules non encapsulées était plus faible 4.7 log UFC/mL.

Par ailleurs, une étude menée par Ding et Shah (2009a) a montré que
I’encapsulation de Lactobacillus rhamonosus avec de I’alginate de sodium pouvait
maintenir une biomasse viable acceptable (6.11 log UFC/mL) aprés 120 min de séjour dans
des conditions gastriques simulées. Ces résultats sont similaires a ceux de la présente
expérience.

Dans la présente expérience, la survie de Lactobacillus rhamonosus LBRE-LSAS
encapsulée dans le gel mixte de galactomannanes de caroube combinés a 1’alginate de

sodium survie mieux (7.4 log UFC/mL) a I’environnement gastrique.
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Figure 12 : Effet de ’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
a l’alginate de sodium sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 (B) aux conditions gastriques simulées in
vitro (3g/L pepsine et pH 2).
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Selon Sohail et al. (2011), I’encapsulation de Lactobacillus rhamnosus avec un gel
d’alginate de sodium seul ne permettait aucune survie (taux de survie nul) a ce lactobacille
aprés un séjour de 60 min seulement dans des conditions gastriques ; c'est-a-dire qu’il y
avait mort cellulaire sévere ; alors que cette méme étude a démontré que I’alginate de
sodium combiné avec le chitosane améliorait significativement la survie de cette méme
souche (Lactobacillus rhamnosus) qui affichait une biomasse viable de 8.6 log UFC/mL

aprés 120 min d’incubation dans les mémes conditions gastriques.

Dans I’étude citée plus haut (Ding et Shah, 2009a), il a été montré qu’aprés 120
minutes d’incubation dans un environnement gastrique, Bifidobacterium lactis type BI-07
encapsulé dans un gel d’alginate de sodium affichait un niveau de survie de I’ordre de 5.93
log UFC /mL.

Les niveaux de survie aux conditions gastriques de la souche bifide Bbl2
encapsulée dans le gel mixte de galactomannanes de graines de caroube combinés a
’alginate de sodium que nous avons obtenus dans ce travail sont plus élevés (8.2 log
UFC/mL) que ceux de Ding et Sah (2009a).

Cook et al. (2012) ont également rapporté que le gel mixte d’alginate de sodium
avec le chitosane assurait mieux la survie du Bifidobacterium breve dans les conditions
gatsriques simulées aprés 120 minutes de sejour ; alors le polymeére d’alginate seul ne

pouvait pas maintenir une survie supérieure a 2 log UFC/mL .

Dans une autre étude, Chavarri et al. (2010) ont également utilisé 1’alginate de
sodium combiné avec le chitosane dans 1’encapsulation des deux souches probiotiques,
Lactobacillus gasseri et Bifidobacterium bifidum, qu’ils avaient soumises a des conditions

gastro-intestinales simulées. Ils avaient observé que le gel mixte d’alginate-chitosane
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améliorait la survie de ces souches probiotiques dans les conditions gastriques et
notamment celle de Bifidobacterium bifidum qui s’est avérée plus résistante que

Lactobacillus gasseri a I’environnement acide de 1’estomac.

Dans le méme contexte, Jayalalitha et al. (2012) ont utilisé un gel mixte
d’alginate et d’amidon pour encapsuler quatre souches, deux lactobacilles (L. acidophilus
et L. helveticus) et deux bifidobactéries, qu’ils avaient soumises aux conditions hostiles de
I’estomac. Leurs résultats montrent que les lactobacilles sont plus résistantes a ces
conditions gastriques simulées que les bifidobactéries. Il est a noter que les deux

lactobacilles sont répertoriées acido-tolérantes.

111.1.3. Effets de ’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube
combinés au carraghénane sur la survie des deux souches lactiques LBRE-

LSAS et Bb12 aux conditions gastriques.

Dans cette expérience, nous avons également testé ’efficacité¢ du gel mixte de
galactomannanes de caroube combinés au carraghénane a protéger Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp lactis Bbl12 vis-a-vis de
I’environnement gastrique.

Au bout de 30 min de séjour de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS dans les
conditions gastriques simulées, nous avons enregistré 11.11% (soit 1 log UFC/mL) et
4.12% (soit 0.4 log UFC/mL) de pertes de biomasse pour les cellules libres (non
encapsulées) et les cellules encapsulées, respectivement.

Pour cette méme souche, la prolongation de son sejour a 60 min, et, en considérant

I’intervalle de séjour 30-60 min, fait chuter sa biomasse de 13.50% (soit 1.08 log UFC/mL)
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et de 7.94% (soit 0.75 log UFC/mL) lorsqu’elle est non encapsulée et encapsulée,
respectivement (fig.13A).

Dans [D’intervalle de séjour 0-60 min, les pertes en biomasse de Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS s’élévent a 23.12% (soit 2.08 log UFC/mL) quand elle n’est pas
encapsulée (libre) et a seulement 11.85% (soit 1.15 log UFC/mL) quand elle est encapsulé

dans le gel associant les galactomannanes de caroube au carraghénane.

Lorsque cette souche est maintenue dans 1’environnement gastrique une heure de plus
(soit au total 120 min), la biomasse enregistrée aprés 60 min de séjour diminue encore au
point de séjour 120 min de 25.87% (soit 1.79 log UFC/mL) dans le cas des cellules non
encapsulées et de 18.13% (soit 1.55 log UFC/mL) dans le cas de celles qui ont été
encapsulées dans le gel mixte (fig.13A).

Si on calcule les pertes de biomasse de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS entre 0
et 120 min de séjour dans les conditions gastriques simulées, on voit que ces cellules sont
perdues a hauteur de 43% (soit 3.87 log UFC/mL) lorsqu’elles sont a I’état
libre (non encapsulées) et de 27.83% seulement (soit 2.70 log UFC/mL) une fois

encapsulées aux galactomannanes de caroube associés au carraghénane (fig.13A).

Il ressort de ces observations que la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS
aux conditions gastriques simulées est multiplié par un facteur de 1.54 quand ces cellules
sont encapsulées dans ce gel mixte (les cellules non encapsulées étant prises comme
témoin) ; alors que dans les autres gels, ce facteur est seulement de 1.14 pour les capsules
aux galactomannanes de caroube seuls et de 2.19 pour celles fabriquées au gel mixte

associant les galactomannanes de caroube a I’alginate de sodium.
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D’une maniére générale, la souche bifide probiotique Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12 résiste beaucoup mieux que le lactobacille Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS aux conditions hostiles de 1’estomac.

En effet, aprés 30 min de séjour de la souche Bb12 dans I’environnement gastrique
simulé, les pertes en cellules enregistrées sont de 1’ordre de 9.78% (soit 0.90 log UFC/mL)
lorsqu’elles sont a I’état libre (non encapsulées) et de seulement 3.57% (soit 0.35 log
UFC/mL) une fois encapsulées dans le gel mixte associant les galactomannanes de caroube

au carraghénane (fig.13B).

La poursuite de 1’exposition de la souche bifide Bb12 a cet environnement acide et
en considérant les pertes en cellules ayant eu lieu dans I’intervalle 30-60 min, on remarque
qu’elles sont équivalentes a 12.04% (soit 1 log UFC/mL) a I’état libre (non encapsulées) et
de 6.88% (soit 0.65 log UFC/mL) seulement a 1’état encapsulé.

Ceci indique qu’entre 0 et 60 min de sé¢jour en milieu gastrique simulé, la viabilité
de la souche Bb12 se perd a hauteur de 20.65% (soit 1.90 log UFC/mL) quand elle n’est
pas encapsulée, et seulement de 10.20% (soit 1 log UFC/mL) sous forme encapsulée.
Comme on le constate, ces pertes varient du simple au double selon que cette souche est

encapsulée ou pas.

La prolongation de I’exposition de cette souche Bb12 a I’hostilité¢ gastrique a 120
min montre que dans I’intervalle 60-120 min, il y a 12.33% (soit 0.9 log UFC/mL) de
pertes de viabilité des cellules libres (non encapsulées), et 9.09% (soit 0.8 log UFC/mL) de
celles encapsulées au gel mixte de galactomannanes de caroube combinés au carraghenane

(fig.13B).
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Si on considére la totalité du temps du séjour (0 a 120 min) de Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 dans I’environnement gastrique simulé, les pertes de viabilité
s’élevent a 30.43% (soit 2.80 log UFC/mL) pour les cellules non encapsulées (libres) et a

seulement 18.37% (soit 1.8 log UFC/mL) pour celles encapsulées (fig.13B).

La viabilité de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 dans les conditions
gastriques simulées in vitro est multipliee par un facteur de 1.65 lorsque les cellules sont
encapsulées dans le gel mixte de galactomannanes de caroube compbinés au
carraghénane ; alors que ce facteur était de 1.54 dans le cas de Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS.

Ainsi, ces résultats mettent clairement en évidence 1’effet préservateur de la
viabilité de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 et de Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS exercé par la combinaison des galactomannanes de caroube au carraghénane

dans la fabrication des capsules.

Certains hydrocolloides, notamment les galactomannanes constitués de chaines
linéaires de mannose, sur lesquels sont branchés irrégulierement des motifs galactose,
comme la gomme de caroube, ont la particularité d'augmenter la cohésion des gels de
carraghénanes.

Les parties linéaires des galactomannanes, dépourvues de ramifications, peuvent se
rapprocher des doubles hélices et former un réseau qui évite la formation ultérieure
d’agrégats. Le gel qui en résulte est moins cassant et plus élastique (Gilbert et VVerhaeghe,
2002).

La survie des souches probiotiques encapsulées dépend de la nature de polymeére

utilisé dans la microencapsulation. Une étude de Rodrigues et al. (2011) a montré que
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Figure 13 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
au carraghénane sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 (B) aux conditions gastriques simulées in
vitro (3g/L pepsine et pH 2)..
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I’encapsulation au gel de carraghénane était plus efficace dans la préservation de la survie

de souches du genre Bifidobacterium que de celles du genre Lactobacillus.

Carlise et al. (2013) ont également rapporté 1’efficacité de I’encapsulation des
bifidobactéries dans un gel a base de carraghénane dans la préservation de la survie in vitro

de ces bactéries vis-a-vis d’un environnement acide simulant celui de 1’estomac.

Dans une autre étude et un autre contexte, Adhikhari et al. (2000) ont comparé la
cinétique de viabilité de bifidobactéries non encapsulées (libres) et encapsulées au
carraghénane dans le yaourt au cours de son entreposage frigorifique pendant 30 jours. lls
ont constaté que 1’encapsulation protégeait les cellules bifides au sein du yaourt conservé

au froid.

111.1.4. Effets de ’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube
combineés au xanthane sur la survie des deux souches lactiques LBRE-

LSAS et Bb12 aux conditions gastriques.

Les galactomannanes de caroube combinés au xanthane donnent un gel plus rigide
que les autres combinaisons de polymeres réalisées dans cette étude.

L’¢évaluation de I’efficacité de ce gel a préserver la survie de la souche
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS vis-a-vis des conditions gastriques, simulées in
vitro par un pH égal a 2 et 3g/L de pepsine, a montré qu‘au bout de 30 min d’exposition a
de telles conditions, la biomasse lactobacille initiale diminue de 18.37% (soit de 1.8 log
UFC/mL) lorsqu’elle n’est pas encapsulée (libre) et de seulement 4% (soit de 0.4 log

UFC/mL) lorsqu’elle est encapsulée (fig.14A).
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Si I’exposition a ces conditions acides hostiles est portée a 60 min et en considérant
I’intervalle 30-60 min, on constate que la perte de cellules LBRE-LSAS s’accentue
quelque soit 1’état dans lequel elles se trouvent : 25% ( soit 2 log UFC/mL) et seulement
7.29% (soit 0.7 log UFC/mL) de pertes de viabilité, respectivement a 1’état non encapsulé

(libre) et encapsulé au gel mixte de galactomannanes de caroube et de xanthane (fig.14A).

Nous remarquerons que dans Dintervalle de séjour 0-60 min, Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS perd en moyenne 38.77% (soit 3.8 log UFC/mL) et seulement
11% (soit 1.1 log UFC/mL) quand elle est libre (non encapsulée) et encapsulée dans ce gel
mixte. Il y a, ainsi, 3.45 fois moins de cellules perdues grace a I’encapsulation au cours de

la premiere heure de leur exposition aux conditions gastriques.

La prolongation de 1’exposition de la souche Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS a
cet environnement acide a 120 min montre qu’au cours de cette deuxiéme heure, la survie
est perdue (par rapport a la biomasse enregistrée aprés 60 min d’exposition) a hauteur de
12.67% (soit 0.76 log UFC/mL) et de 10.11% (soit 0.9 log UFC/mL), respectivement, pour

les cellules non encapsulées (libres) et encapsulées.

Si ’on considere les pertes en survie enregistrées sur la totalit¢ de 1’exposition des
cellules au compartiment gastrique, c'est-a-dire 120 min, on remarquera que la souche
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS est perdue en moyenne a un taux de 46.53% (soit
4.56 log UFC/mL) quand elle n’est pas encapsulée et a peine de 20% (soit 2 log UFC/mL)
quand elle est encapsulée dans le gel associant les galactomannanes de caroube au

xanthane (fig.14A).
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La survie de cette souche est ainsi plus de deux fois plus préservée des hostilites
gastriques par encapsulation dans ce type de gel. C’est un niveau d’efficacité comparable a

celui obtenu avec le gel associant les galactomannanes de caroube a 1’alginate de sodium.

L’étude de la survie de la deuxiéme souche probiotique, Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12, aux conditions gastriques simulées in vitro montre, 1a aussi, qu’elle est
moins touchée que Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS quand elle est encapsulée ou
non dans le gel de galactomannanes de caroube associés au xanthane.

Cependant, 1’association de ces deux biomatériaux préserve la survie de cette

souche a I’acidité (fig.14B).

Les cellules bifides dans le témoin (cellules non encapsulées) sont presque 10 fois
plus perdues que celles dans 1’échantillon (cellules encapsulées) apres les trente premicres
minutes de sé¢jour dans I’environnement gastrique simulé in vitro. En effet, il y a 9.84%
(soit 0.95 log UFC/mL) de viabilité de cellules non encapsulées perdue versus 1% (soit 0.1

log UFC/mL) pour celles encapsulées.

La poursuite de ce séjour des cellules dans ce milieu hostile a 60 min accentue
davantage cette tendance a la baisse de la viabilité qui, dans I’intervalle 30-60 min,
représente, respectivement, 13.79% (soit 1.2 log UFC/mL) et 7.07% (soit 0.7 log UFC/mL)
pour le témoin (cellules non encapsulées) et I’échantillon (cellules encapsulées).

11 apparait, ainsi, qu’au cours de la premiére heure de séjour (0-60 min), la viabilité
de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 est perdue a hauteur de 22.28% (soit 2.15

log UFC/mL) a I’état non encapsulé (libre) et de seulement 8% (soit 0.8 log UFC/mL)
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quand elle est encapsulée dans le gel mixte de galactomannanes de caroube et de xanthane
(fig.14B).

De la 60°™ & la 120°™ minute d’exposition de cette souche bifide aux conditions
gastriques simulées, les pertes de sa viabilité diminuent d’intensité par rapport a celles de
I’intervalle 0-60 min: 18.67% (soit 1.4 log UFC/mL) pour les cellules non encapsulées
(libres) et 4.34% (soit 0.4 log UFC/mL) pour les cellules encapsulées.

L’efficacité de I’encapsulation au gel mixte de galactomannanes et de xanthane dans
la préservation de la viabilité de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 dans
I’environnement gastrique s’apprécie par les pertes en cellules enregistrées dans
I’intervalle 0-120 min d’exposition qui se chiffrent a 36.79% (soit 3.55 log UFC/mL) pour
les cellules non encapsulées et a seulement 12% (soit 1.2 log UFC/mL) pour celles
encapsulées. L’analyse de variance des résultats dans les deux cas libres et encapsulées
presentent une différence significative (P<0.05).

Ces résultats indiquent cette souche bifide perd 3.8 fois moins de sa viabilité face aux
conditions gastriques si elle est encapsulée dans le gel associant les galactomannanes de
caroube au xanthane; alors que Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS en perdait
seulement 2.32 moins dans les mémes circonstances.

Si on récapitule et on compare ’efficacité des différents gel d’encapsulation testés a
préserver la viabilité des deux souches exposées aux conditions gastrique simulées, on doit
dire que 1’association des galactomannanes au xanthane représente la meilleure
formulation de capsules, suivie de celle des galactomannanes associés a 1’alginate de

sodium.
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Figure 14 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
au xanthane sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 (B) aux conditions gastriques simulées in vitro (3g/L pepsine
et pH 2).
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Les résultats de cette expérience relatifs a [’efficacit¢é du xanthane comme
biomatériau d’encapsulation sont similaires a ceux rapportés par Ding et Shah (2009b)
qui, a I’issue d’une comparaison de plusicurs biomatériaux d’encapsulation, avaient relevé
cette méme efficacité du xanthane dans la préservation de la viabilité de plusieurs souches

testées.

Par ailleurs, selon Papagianni et Anastasiadou (2009), le polymeére de xanthane
en émulsion avec I’huile d’olive améliore la viabilité (qui était maintenu a hauteur de 89%)
de souches encapsulées exposées pendant 120 min a des conditions gastriques simulées in

vitro.

Dans une étude plus récente, Jiménez-Pranteda et al.(2012) ont trouvé que le
xanthane combiné avec la gomme de gellane améliorait la survie de la souche
Lactobacillus rhamonosus dans les conditions gastriques simulées (pH =2 ) et dont la

biomasse était préservée a un niveau de 8 log UFC/mL.

Nos résultats sont également de cet ordre de grandeur lorsqu’on a utilisé le gel de

galactomannanes (LBG) combiné avec le xanthane .

Comme autre résultat comparatif, il y a celui rapporté par Sun et Griffiths (2000)
au sujet de I’encapsulation de Bifidobacterium infantis ATCC 15697 par le xanthane
combiné avec le gellane et de son exposition a des conditions gastriques simulées pendant
120 minutes. Ces auteurs avaient enregistré une perte de viabilité de cette souche de

I’ordre de 2,7 log UFC/mL.
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111.2. Effets de I’encapsulation avec divers biomatériaux sur la survie in

vitro de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis

subsp lactis Bb12 aux conditions intestinales simulées.

Aprés avoir été exposées pendant 2h aux conditions gastriques simulées (pepsine
3g/L et pH 2), les deux mémes souches encapsulées ou non dans les mémes biomatériaux
ont été soumises a des conditions intestinales simulées in vitro (0.3% de bile et pH 6.5)

pendant 16h.-

111.2.1. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube seuls
sur la survie des deux souches lactiques Lactobacillus rhamnosus LBRE-
LSAS et Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 aux conditions

intestinales.

Le séjour de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS pendant 16h dans les conditions
intestinales aprées celui des 2h dans les conditions gastriques (c'est-a-dire en considérant les
pertes ayant eu lieu seulement pendant les 16h dans le compartiment intestin simulé)
provoque une perte de sa viabilité de 1’ordre de 44.76% (soit 1.88 log UFC/mL) pour le
témoin (cellules non encapsulées) et de seulement 10.88% (soit 0.53 log UFC/mL) pour les
cellules encapsulées au galactomannanes de graines de caroube seuls (fig.15A).

Si on considére la totalité du séjour de cette souche dans ’ensemble des conditions
simulées du tube digestif (c'est-a-dire 2h dans les conditions gastriques + 16h dans les
conditions intestinales), on constate que les pertes enregistrées s’¢lévent a 74.10% (soit
6.78 log UFC/mL) lorsque les cellules ne sont pas encapsulées (libres) et a 58.69% (soit
5.40 log UFC/mL) quand elles sont encapsulées aux galactomannanes de graines de

caroube seuls (fig.15A).
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Ce biomatériau d’encapsulation améliore la viabilité de Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS d’environ 15% seulement. La biomasse restante apres exposition aux
conditions hostiles de 1’environnement du tube digestif (2.32 log UFC/mL) est bien en
dessous du requis législatif (au minimum 6 log UFC/mL doivent survivre au transit gastro-

intestinal) en matiére de probiotiques.

Le comportement de la deuxieme souche, Bifidobacterium animalis subsp lactis
ou Bb12, dans I’environnement intestinal est différent de celui de Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS, car elle survit beaucoup mieux, sans, toutefois, d’effet protecteur significatif

des capsules de galactomannanes de graines de caroube (fig.15B).

Effectivement, le séjour de 16h (sans prendre en compte celui de 2h dans le milieu
gastrique simulé, c'est-a-dire en partant de la biomasse mesurée aprés ces 2h) dans les
conditions intestinales (0.3% de bile et pH 6.5) de la souche bifide Bb12, induit une perte
de sa viabilité de 1’ordre de 18.03% (soit 1.10 log UFC/mL par rapport a une biomasse en
fin de séjour dans I’estomac de 6.1 log UFC/mL) quand elle n’est pas encapsulée (libre) et
de 15.94% (soit 1.10 log UFC/mL par rapport a une biomasse en fin de séjour dans
I’estomac de 6.9 log UFC/mL) lorsqu’elle est encapsulée aux galactomannanes de graines

de caroube seuls (fig.15B).

Si ’on considére les pertes totales de viabilité¢ de cette souche bifide Bb12 dans la
totalité des conditions digestives simulées (c'est-a-dire les pertes subies dans les deux

compartiments, gastrique et intestinal), on constate qu’elles s’élévent a 47.36% (soit
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Figure 15 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube seuls sur
la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et Bifidobacterium animalis subsp
lactis Bb12 (B) exposées pendant 16h aux conditions intestinales simulées (0.3% bile :
P/V, pH 6.5).
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4.50 log UFC/mL) chez le témoin (cellules libres non encapsulées) et a 40.21% (soit 3.9
log UFC/mL) pour les cellules encapsulées. La aussi, la différence entre les deux cas

n’est pas trés importante, attestant par ce fait de I’inefficacité des galactomannanes de
graines de caroube seuls a préserver la viabilité de cette souche vis-a-vis des hostilités du

tube digestif.

111.2.2. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graine de caroube
combinés a I’alginate de sodium sur la survie des deux souches lactiques
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp

lactis Bb12 aux conditions intestinales.

L’utilisation des galactomannanes de graines de caroube mélangés a ’alginate de
sodium dans 1’encapsulation de la souche Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS exposée
aux conditions intestinales a permis de réduire les pertes en biomasse par rapport au témoin
(fig.16A).

En effet, a I’état non encapsulé (libre) et en se référant a la biomasse enregistrée a la
fin du séjour gastrique, cette souche perd sa viabilité a hauteur de 44.76% (soit 1.88 log
UFC/mL) ; alors qu’a 1’état encapsulé cette perte n’est que de 18.92% (soit 1.4 log
UFC/mL). Ainsi, ces résultats démontrent clairement I’effet de 1’encapsulation au mélange
galactomannanes de graines de caroube et d’alginate de sodium sur la viabilit¢ de

Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS dans le compartiment intestin simulé.

La prise en considération de la totalité du séjour de cette souche dans les conditions
digestives simulées in vitro (2h dans les conditions gastriques et 16h dans celles de

I’intestin) indique que les pertes de sa viabilité a I’état non encapsulé qui étaient de 1’ordre
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de 74.50% (soit 6.78 log UFC/mL) ont été réduites a seulement 38.77% ( soit 3.8 log
UFC/mL) sous I’effet de 1’encapsulation par ce gel mixte (fig.16A).

Ces observations laissent comprendre que cette combinaison entre galactomannanes
de graines de caroube et alginate de sodium donnent un gel d’encapsulation efficace dans
la réduction de moitié des pertes de viabilité de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS

dues aux conditions hostiles du tube digestif.

S’agissant de la souche probiotique, Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12,
elle apparait toujours comme plus résistante aux conditions intestinales que Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS.

Le niveau des pertes de biomasse bifide (calculé sur la base d’une biomasse initiale
représentée par celle mesurée apres 2h de séjour gastrique) enregistré apres 16h de séjour
en présence de 0.3% de bile a pH 6.50 a 1’état non encapsulé (18.03%, soit 1.1 log
UFC/mL) a été réduit a 13.17% par D’encapsulation avec ce gel associant les

galactomannanes de graines de caroube a I’alginate de sodium (fig.16B).

Pour avoir une idée sur les pertes de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12
sur I’ensemble de son séjour dans les conditions digestives simulées in vitro (c'est-a-dire
2h dans P’environnement gastrique ajoutées aux 16h dans celui de I’intestin), nous les
avons chiffré a 47.37 et 28.08%, respectivement pour les cellules libres (non encapsulées)

et encapsulées (fig.16B).
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Figure 16 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
a l’alginate de sodium sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bbl12 (B) exposées pendant 16h aux conditions
intestinales simulées in vitro (0.3% de bile et pH 6.50).
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L’efficacit¢ d’un gel mixte associant 1’alginate de sodium au chitosane dans la
microencapsulation dans la protection de souches probiotiques vis-a-vis des sels biliaires a

été rapportée par Chavarri et al. (2010) et Sohail et al. (2011).

Une étude de Sultana et al. (2000) a montré que 1’encapsulation de trois souches L.
acidophilus 2409 , Bifidobacterium infantis 1912 et L. casei 2603 dans un gel mixte
d’alginate de sodium et d’amidon n’améliore pas leur survie dans des conditions
intestinales simulées par la présence de concentrations de bile (1 et 2 %) beaucoup plus
élevées que celles que nous avons utilisé dans ce travail (0.3%).

Selon Kailasapathy (2003), des souches de Lactobacillus acidophilus DD910 et
Bifidobacterium lactis DD920 encapsulées par 1’alginate de calcium survivent bien (plus

de 5 log UFC /mL) a I’acidité aprés 7 semaines de stockage .

Dans une autre étude, Mirzaei et al. (2012) constatent que La survie Lactobacillus
acidophilus (La5) dans le fromage blanc iranien en saumure pendant 182 jours de
stockage a 5° C est améliorée par son encapsulation dans un gel d’alginate combiné avec
I’amidon résistant.

L'encapsulation par l'alginate et I'amidon par la technique d’extrusion s’est
révélée fiable pour améliorer la survie de quatre souches Bifidobacterium longum ;
B.lactis ,Lactobacillus acidophilus et Lactobacillus helveticus testées dans une étude
menée par Jayalalitha et al. (2012) dans des conditions intestinales simulées.

Se-Jin Kim et al. (2008) ont observé que le taux de survie de Lactobacillus

acidophilis ATCC 43121 encapsulée dans un gel d’alginate de sodium dans des conditions

intestinales simulées était directement lié aux concentrations de bile présente.
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Le polymeére d’alginate est couramment utilisé dans la microencapsulation des
bactéries lactiques pour plusieurs raisons, dont, son pouvoir gélifiant élevé, sa non toxicité
et ses excellentes propriétés de biocompatibilité a faible colt Rathore et al. (2013).

La technique de la micro-encapsulation par I’alginate donne des microcapsules
sphériques qui, pour étre adaptées a une administration orale, doivent démontrer une bonne
résistance mécanique ; et les résultats montrent que I’intégrité des microcapsules d’alginate

se maintient, méme apres agitation mécanique prolongée.

Selon Sandoval-Castilla et al. (2010 ), la microencapsulation de cellules par
I’alginate de calcium et la pectine donne une meilleure protection contre les sels biliaires.
L’ajout de pectine renforce cette protection.

Le manque d'alginate va réduire, dans une certaine mesure, I'effet protecteur, ce
qui fait suggérer a ces auteurs que 1’alginate et la pectine a la fois compensent un piégeage
de la matrice qui devient plus structurée et, par cosequent, plus résistante aux effets des

acides et des sels biliaires.
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111.2.3. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube
combines au carraghénane sur la survie des deux souches lactiques
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp

lactis Bb12 aux conditions intestinales.

L’effet de I’encapsulation de la souche Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS
dans le gel de galactomannanes de graines de caroube combinés au carraghénane sur sa
survie aux conditions intestinales (0.3% de bile et pH 6.5) pendant 16h se traduit par une

notable amélioration.

Les pertes en viabilité (calculées par rapport a la biomasse mesurée apres 2h
d’exposition des cellules a I’environnement gastrique) enregistrées chez le témoin (cellules
non encapsulées), qui étaient de 1’ordre de 28.46% (soit 1.46 log UFC/mL), ont été réduites

a14.20% (soit 1 log UFC/mL) sous I’effet de I’encapsulation (fig.17A).

Cet effet d’amélioration de la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS
par son encapsulation dans le gel de galactomannanes de graines de caroube combinés au
carraghénane est plus mis en relief ou plus apparent lorsque 1’on considére les pertes
cellulaires totales enregistrées au bout d’un s¢jour de 2h et 16h respectivement dans les
conditions gastriques et intestinales. On passe de 59.22% (soit 5.33 log UFC/MI) de pertes
de viabilité chez le témoin (cellules libres non encapsulées) a 38.14% (soit 3.70 log

UFC/mL) chez I’échantillon (cellules encapsulées) (fig.17A).
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L’encapsulation de ce lactobacille aux galactomannanes de graine de caroube
mélangés au carraghénane améliore sa viabilité dans les conditions digestives simulées in

vitro d’un facteur de 1.55.

Les résultats des tests de viabilité de la souche probiotique Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12 dans les conditions intestinales simulées sont illustrés par la figure 17B.
Le séjour de cette souche pendant 16h dans un milieu a 0.3% de bile et de pH 6.5

induit une perte de viabilité (calculée sur la base de la biomasse mesurée aprés 2h dans les
conditions gastriques) de 1’ordre de 16.87% (soit 1.08 log UFC/mL) lorsqu’elle n’est pas
encapsulée et de 12.50% (soit 1 log UFC/mL) une fois encapsulée aux galactomannanes de

graines de caroube mélangés au carraghénane.

Si I’on considére le comportement de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12
pendant toute la durée de son exposition aux conditions digestives (2h gastriques + 16h
intestinales) et se référant a la biomasse initiale engagée dans cette expérience, I’effet
protecteur des cellules bifides par ces capsules vis-a-vis de 1’hostilité digestive s’exprime
par une réduction des pertes de viabilité qui passent de 42.17% (soit 3.88 log UFC/mL) a
I’état non encapsulée (libre = témoin) a 18.36% (soit 1.80 log UFC/mL) a I’état encapsulé

(échantillon) (fig.17B).

Ainsi, il apparait clairement que les galactomannanes de graines de caroube
combinés au carraghénane améliorent la viabilité de Bifidobacterium animalis subsp lactis

Bb12 dans les conditions digestives par un facteur voisin de 2.3.
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Figure 17 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
au carraghénane sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bbl12 (B) exposées pendant 16h aux conditions
intestinales simulées in vitro (0.3% de bile et pH 6.50).
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111.2.4. Effets de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube
combineés au xanthane sur la survie des deux souches lactiques
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp

lactis Bb12 aux conditions intestinales.

Le xanthane apparait également comme un ingrédient d’intérét quand il s’agit de
I’associer aux galactomannanes de graines de caroube pour fabriquer des capsules de
protection des cellules vis-a-vis des hostilités digestives.

Au bout de 16h d’exposition aux conditions intestinales simulées in vitro et sur la
base de la biomasse enregistrée aprés 2h dans les conditions gastriques, Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS perd 55.73% (soit 2.92 log UFC/mL) a I’état non encapsulé et
seulement 12.50% (soit 1 log UFC/mL) sous forme encapsulée dans ce gel mixte
(fig.18A).

Dans ces conditions et en considérant le compartiment intestin seulement, la viabilité
de ce lactobacille se trouve multipliée par un facteur de 4.85 grace a ’encapsulation des

cellules par la combinaison des galactomannanes de graine de caroube et du xanthane.

Les pertes totales (pendant toute 1’exposition aux conditions digestives: 2h en
gastrique + 16h en intestinal) de viabilité de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS
s’élevent a un niveau de 76.33% (soit 7.48 log UFC/mL) sans protection (a 1’état non
encapsulé) et a 30% seulement avec protection (a 1’état encapsul¢) dans ce gel mixte
(fig.18A).

Sur cette totaliteé du séjour en conditions digestives, la viabilit¢ de Lactobacillus

rhamnosus LBRE-LSAS est améliorée par un facteur de 2.54.
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Les résultats concernant la deuxieme souche probiotique, Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12, indiquent que les pertes de sa viabilité pendant les seules 16h
de séjour en conditions intestinales s’¢élevent a 22.13% (soit 1.35 log UFC/mL) a I’état non
encapsulé (libre = témoin) et a 10.57% (soit 0.93 log UFC/mL) lorsqu’elle est encapsulée
dans le gel mixte associant les galactomannanes de graines de caroube au xanthane
(fig.18B).

Ainsi, dans le compartiment intestin simulé, la viabilité des cellules bifides est

multipliée par un facteur de plus de 2 sous I’effet de leur encapsulation dans ce gel mixte.

Au cours de la totalité de séjour de cette souche dans les conditions digestives
simulées in vitro (2h en conditions gastriques + 16h en conditions intestinales), les pertes
de sa viabilité atteignent des niveaux de 50.78% (soit 4.90 log UFC/mL) a I’état non
encapsulé (libre = témoin) et de 21.30% (soit 2.13 log UFC/MI° a I’état encapsulée dans le

gel associant les galactomannanes de graines de caroube au xanthane (fig.18B).

Dans les conditions digestives (gastrique et intestinales) simulées in vitro, la viabilité
de la souche Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 est multipliée par un facteur égal

a2.38.
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Figure 18 : Effet de I’encapsulation aux galactomannanes de graines de caroube combinés
au xanthane sur la survie de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (A) et Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 (B) exposées pendant 16h aux conditions intestinales simulées
in vitro (0.3% de bile et pH 6.50).
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Papagianni et Anastasiadou (2012) ont élaboré des capsules a base de xanthane
pour offrir une stabilité et une plus grande viabilité des cellules de Pediococcus dans les
systémes alimentaires de haute valeur nutritionnelle. Ces auteurs rapportent que la gomme
de xanthane est un matériau naturel sir, de haute stabilité qui est insipide et n‘affecte pas le
godt des autres ingrédients alimentaires.

Dans de tels systémes, assurant des taux de viabilité des cellules encapsulées aussi
élevée que 85%, et offrant des niveaux atteignant 92% de la population initialement
encapsulée au point cible sont autant de caractéristiques attestant de la réussite de telles

applications.
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Conclusion

La présente étude avait pour objectif 1’utilisation des galactomannanes de graines
de caroube seuls ou combinés a d’autres biomatériaux comme 1’alginate de sodium, le
carraghénane ou encore le xanthane dans 1’encapsulation de souches lactiques d’intérét
telles que Lactobacillus rhamnosus et Bifidobacterium animalis subsp lactis, en vue d’en

assurer la protection vis-a-vis des hostilités digestives simulées in vitro.

Les conditions digestives ont été simulées par un milieu a 3g/L de pepsine et de pH
égal a 2avec une durée de séjour des cellules de 2h ; alors que les conditions intestinales

I’ont été par un milieu a 0.3% de bile et a pH 6.5 avec une durée de séjour de 16h.

D’une maniére globale, les résultats obtenus ont clairement montré 1’effet positif de
I’encapsulation, tous biomatériaux confondus, sur la préservation de la survie des deux
microorganismes testés. La souche Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 s’est
révélée plus résistante aux hostilités digestives simulées in vitro que la souche
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS.

Sur le plan de I’efficacité, le gel mixte associant les galactomannanes de graines de
caroube et le xanthane représente la meilleure combinaison protectrice des cellules, suivi
par celui des galactomannanes associés a 1’alginate de sodium, puis des galactomannanes
associés au carraghénane et en dernier celui fabriqué par les galactomannanes de graine de

caroube seuls.

Les plus grosses pertes de viabilité des souches ont été enregistrées a I’issue du
séjour des cellules dans I’environnement gastrique. L’estomac constitue ainsi la barriére la
plus importante ou le facteur limitant le plus important de la survie des souches d’intérét

digestif susceptibles d’étre apportés en supplément a I’hote.

La viabilité de la souche Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS dans I’ensemble
des conditions digestives simulées dans cette expérience est multipliée par des facteurs de
1.28, 1.92, 1.55 et 2.54 sous I’effet de son encapsulation dans des gels de
galactomannanes de graines de caroube seuls ou combinés a 1’alginate de sodium au

carraghénane et au xanthane, respectivement.
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La viabilité de la souche Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12, dans
I’ensemble des conditions digestives simulées dans ce travail se trouve multipliée par des
facteurs de 1.18, 1.68, 2.29 et 2.38 sous I’effet de son encapsulation dans des gels de
galactomannanes de graines de caroube seuls ou combinés a 1’alginate de sodium au

carraghénane et au xanthane, respectivement.

Ces résultats démontrent clairement que 1’utilisation des galactomannanes de
graines de caroube seuls ne peut étre envisagée pour protéger efficacement les souches
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12

contre les hostilités digestives.

En perspective, il serait trés intéressant d’exécuter un protocole similaire a celui-Ci
dans des conditions réelles, c'est-a-dire in vivo afin de pouvoir tirer des conclusions qui se

rapprochent un peu plus de la vérité.
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