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Résumé :

Cette étude vise I’exploration des effets des fibres de pulpe de gousses de caroube Ceratonia
siliqua (L.), extraites par une méthode hydro-thermique, sur la cinétique de croissance et
d’acidication des starters du yaourt (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii
ssp bulgaricus) en coculture dans le lait écrémé a 10% (P/V) avec une souche bénéfique a la
fois (Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 ou Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS),
ainsi que sur la viabilité post-fermentaire de ces souches et la post-acidification du yaourt
entreposé 28 jours a 4°C.

Les résultats obtenus montrent que le taux d’amélioration de la croissance des souches
bénéfiques par les fibres atteint 11.94% pour L. rhamnosus et 7.98% pour B. animalis subsp.
lactis; pendant que celui des starters du yaourt est de 10.93% pour les streptocoques et de
24.66% pour les lactobacilles. La présence des fibres de caroube ne raccourcit pas le temps de
coagulation du lait qui, au contraire, est prolongé de 10 a 20 min selon les souches impliquées
dans la fermentation; et ceci malgré le pH acide de ces fibres (pH 5.2).

L’étude de I’effet des fibres de caroube sur la survie des souches au cours des 28 jours
d’entreposage a 4°C a montré que les meilleurs taux de survie ont été enregistrés pour les
starters; tandis que la viabilité des souches bénéfiques, a I’exception de celle enregistrée apres
les deux premieres semaines, n’est pas améliorée par 1’addition de fibres de caroube au lait;
elle est, au contraire, trés fortement diminuée. La présence de ces fibres dans le lait, donne des
pH finaux plus élevés en fin d’entreposage au froid, situés entre 3.72 et 4.15 dans les yaourts
contenant Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et entre 3.66 et 4.00 dans ceux avec
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, comparés aux pH (3.54 et 3.38) de leurs témoins

respectifs.

Mots clés : Fibres de caroube — Lait- Fermentation — starters - Lactobacillus rhamnosus

LBRE-LSAS- Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12.
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Abstract:

The aim of the present study is to explore the effects of Ceratonia siliqua (L.) carob pod
fibers, extracted by an hydro-thermal method, on kinetic of growth and acidification; and also
on survival and post-acidifying activity of yogurt starters (Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus) in mixed culture with Lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS or Bifidobacterium animalis subsp. lactis in a 10% (w/v) reconstituted and
fermented skimmed milk during four weeks of a refrigerated storage.

The obtained results have shown that carob fibers enhance growth of Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS (+11.94%), Bifidobacterium animalis subsp lactis (+7.98%),
Streptococcus thermophilus (10.93%) and Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus (24.66%).
In spite of the acidity of the added fiber extract (pH 5.2), the Curdling time of milk was
slightly prolonged by 10 to 20 minutes according to the involved strains in fermentation
process. The best survival scores registered after 4 weeks of refrigerated storage of yogurts
containing carob fibers, were those of the starters; whereas a dramatic decrease in that of
beneficial bacteria, except during the two first weeks of storage, was observed. Higher pH
values were registered in the presence of carob fibers in yogurts containing Lactobacillus
rhmnosus LBRE-LSAS (3.72 to 4.15) or Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 (3.66 to
4.00); comparatively to those of the control ((3.54 et 3.38).

Keywords: Carob fibers - Milk — Fermentation- Starters- - Lactobacillus delbrueckii ssp
Bulgaricus LBRE-LSAS — Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12.
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Introduction

Le caroubier est une légumineuse typiquement méditerranéenne, largement repartie en

Algérie sous forme de peuplements spontanés dans les zones cotieres, semi-arides et arides.

A T’instar de son grand potentiel écologique de développer des stratégies d’adaptation
morphologique, physiologique et biochimique vis a vis les conditions climatiques
particulieres caractérisées par des précipitations rares ou irrégulieres et par de longues
périodes estivales seches, le caroubier a, en plus, d’énormes intéréts socio-économiques
puisque ses gousses, plus riches en sucres que la canne a sucre et la betterave sucriere, sont

utilisées en industrie alimentaire et pharmacologique.

Par ailleurs, a cela, s’ajoute la présence de nombreuses autres substances d’intérét dans le
fruit du caroubier; et parmi lesquelles, il y a les fibres contenues dans la gousse.
Actuellement, les fibres sont encore peu valorisées car elles sont éliminées apres 1’extraction

des sucres, et utilisées dans le meilleur des cas comme combustible.

La problématique développée dans ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de
nouveaux aliments dits « fonctionnels » capables, non seulement d’apporter des nutriments,
c'est-a-dire de nourrir, mais aussi d’apporter des microorganismes d’intérét digestif et/ou des
substances naturelles promotrices de leur croissance et de leur survie in vitro dans 1’aliment

vecteur et in vivo chez I’hdte recevant cet aliment vecteur.

Les fibres alimentaires sont connues, généralement, comme des substances indigestes
pour ’homme mais digestes pour sa flore intestinale ; et, par conséquent, elles sont non
seulement treés bénéfiques pour la santé du colon, mais aussi pour la promotion de la vie de

microorganismes nichant dans cette partie du tube digestif.

L’aliment vecteur choisi dans cette expérience est le lait fermenté ou yaourt. Ce choix est
triplement justifié : primo, par I’'universalité de sa consommation ; secundo, parce qu’il s’agit
d’un excellent milieu nutritif pour un groupe de bactéries d’importance alimentaire
stratégique (i.e. les bactéries lactiques) ; et tertio, parce que le lait peut abriter et permettre le
développement d’autres souches d’intérét digestif, communément appelées « souches
probiotiques ».

L’idéal, évidemment, c’est la mise au point de yaourts fonctionnels de ce type, avec zéro

sucres a absorption rapide ajoutés comme caractéristique supplémentaire.
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Répondre a une telle problématique, c’est aussi répondre, quelque part, aux mutations
profondes que subit le modele de consommation de nos concitoyens qui nous interpellent sur

le plan alimentaire dont les conséquences sanitaires deviennent 1’un de leur souci majeur.

Nous disposons dans notre collection de laboratoire d’une souche bénéfique,
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS, isolée a partir de selles de bébés allaités
exclusivement au sein et ne recevant aucune antibiothérapie, qui présente des caractéristiques

intéressantes en matiere de croissance et d’antagonisme.

Nous nous proposons d’associer cette souche aux starters du yaourt, Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, ainsi qu’aux fibres de caroube
dans la fermentation du lait en vue d’élaborer un yaourt fonctionnel capable de servir
d’aliment, de source en bactérie d’intérét digestif et en fibres pouvant remplir un réle
prébiotique.

Une autre souche, Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12, a statut probiotique reconnu
universellement, sera engagée de la méme facon dans ce protocole en tant que souche de

référence.
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Chapitre I: Revue bibliographique

I.1. Les fibres alimentaires.
I.1.1. Historique et définition.

Le terme fibres alimentaires a été utilisé une premiere fois par Hipsley en 1953, pour
décrire les composants provenant des parois cellulaires végétales, contenus dans les
aliments (Gurr et al., 1994).

Dans les années soixante, le terme de fibre était défini physiologiquement comme
« la somme de toutes les substances d'origine végétale qui augmentaient le volume fécal et
diminuaient le temps de transit » (Kaaks, 1994).

En 1973, Trowell a employé ce terme pour désigner « les résidus cyto-squelettiques
végétaux résistant a la digestion par les enzymes intestinales de [’homme ». Cette
définition est élargie en 1976 a « tous les polysaccharides indigestibles, surtout les sucres
de réserve » (Trowell et al., 1976).

Au début des années 80, une définition consensuelle est admise. Elle décrit les fibres
alimentaires comme « constituées des résidus des cellules végétales, polysaccharides,
lignines et substances associées qui ne sont pas dégradées par les enzymes endogenes du
tube digestif de I’homme » (Cho et al., 1997).

La définition des fibres reste controversée entre les chercheurs, et plus généralement,
entre les organismes a vocation scientifique, et c’est ce qui a empéché son unification au
cours de la dernieére décennie (Steinmetz et al., 1991).

Ce débat sur la définition, est dii a I’hétérogénéité des fibres, 'immense diversité de
leur constitution chimique, et la différence entre les méthodes d’analyse, ainsi qu’a la
quantité énorme d’informations récentes qui s’écoule sur ce sujet.

Ceci a conduit vers la multitude de concepts et de notions, mais qui se basent tous sur
les criteres physiologico-chimiques, on cite : « Les fibres alimentaires sont les parties
comestibles des plantes ou des glucides analogues qui résistent a la digestion et a
I’absorption dans [’intestin gréle chez les humains et dont la fermentation dans le gros
intestin est partielle ou compléte. Les fibres alimentaires comprennent les polysaccharides,
les oligosaccharides, la lignine et d’autres substances végétales associées. Les fibres
alimentaires produisent des effets physiologiques bénéfiques, dont la régularisation de la
fonction intestinale ou la réduction du cholestérol sanguin ou de la glycémie. » (AACC.,

2001).
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En juillet 2006, lors d’une réunion convoquée par la FAO/OMS, les experts ont
convenu que : « Les fibres alimentaires consistent en des polysaccharides intrinséques de

la paroi cellulaire végétale. » (Cummings et Stephen, 2007).

Le Comité consultatif d’experts de la commission santé Canada précise que : « Les
fibres alimentaires sont les glucides (DP>2) des parties comestibles des plantes qui ne
sont ni digérés ni absorbés dans [intestin gréle et elles comprennent les fibres

alimentaires nouvelles acceptées» (Santé Canada, 2010)

1.1.2. Classification des fibres.
Les fibres forment donc un groupe trés hétérogene, scindé en deux familles en
fonction de leur solubilité dans 1’eau (Tournié, 2006; Anonyme, 2007): fibres solubles et

fibres insolubles (Tableaul).

I.1.2.1. Les fibres solubles.

Les fibres solubles comprennent les pectines, certaines hémicelluloses, béta-
glucanes, gommes, fibres d’algues, certains mucilages, inuline (Modai, 2009).

Elles ont la propriété d’augmenter la viscosité du milieu ou elles se trouvent pour
former des solutions épaissies, voire des gels. Par ailleurs, la plupart d’entre elles est

dégradée par les enzymes bactériens dans le gros intestin (Kathleen, 1996; Cabrol, 2006)

1.1.2.2. Les fibres insolubles.

On mentionne : la Cellulose, certaines hémicelluloses, lignine, certains mucilages.
Elles ont la propriété d’absorber jusqu’a 25 fois leur poids en eau, ce qui augmente le
volume fécal et accélere le transit; c’est I’action laxative. En revanche, ces fibres sont tres

peu fermentées par la flore colique (Lairon, 2002; Cabrol, 2006).

I.1.3. Les principales fibres.
1.1.3.1. La cellulose.

La cellulose pure est un homo-polysaccharide linéaire comprenant jusque 14 000
unités de résidus D-glucopyranose liés par des liaisons glycosidiques en f1-4 inattaquables
par les enzymes digestives mais dégradées par des cellulases bactériennes ou fungiques.

(Fig. 1 et 2) (tableaul) (Rouau et Thibault, 1987).
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Deux molécules de glucose, liées en B-(1-4) et faisant une rotation de 180 ° I'une
par rapport a 1’autre, forment 1’unité de base cellobiose (Colin-Henrion, 2008).

Les molécules de cellulose a structure en ruban peuvent s’associer parallelement en
microfibrilles, puis en longues fibres pouvant présenter une structure cristalline (Seyer,
2005).

Cette organisation tri-dimensionnelle, stabilisée par les liaisons hydrogenes, donne
a la cellulose une grande résistance chimique et physique. Elle est strictement insoluble
dans I’eau (chaude ou froide), les acides dilués, et les solvants classiques; et tres résistante
aux bases, et son hydrolyse par les enzymes digestives est un phénomene lent et partiel

((Rinaudo, 1980; Cho et al., 1997; Chaplin, 2004).

1.1.3.2. Les hémicelluloses.

Ce sont des polymeres de 50-200 unités, linéaires ou branchées, mixtes d’oses
neutres (xylose, arabinose, mannose, galactose, glucose) et d’acides neutres (acide
glucuronique, acide 4-0-méthylglucuronique), avec des chalnes linéaires de xylose,

glucose ou mannose, liés en B-(1-4) comme squelette de base (tableaul) (Seyer, 2005).

Selon leur structure et leur composition en unités osidiques constitutives, on a les:
- Homo —polysaccharides: leur chaine principale est constituée par un seul type d’ose; -
glucane (glucose), xylane (xylose), mannane (mannose) (Mirande, 2009).
- Hétéro-polysaccharides : la chaine principale est constituée par plusieurs types d’oses,
arabinogalactanes (galactose et arabinose) xyloglucanes, arabinoxylanes, glucomannanes,

glucuronoxylanes, glucuronoarabinoxylanes (Mirande, 2009).

Les hémicelluloses, sont insolubles dans 1’eau (chaude ou froide) et les acides dilués
chauds, mais solubles dans les bases diluées. Par ailleurs, il faut noter qu’il existe les
hémicelluloses solubles (arabinogalactane) ou insolubles comme les xyloglucanes et
certains xylanes) (Joseleau, 1980; Cho et al., 1997 ; Mirande, 2009). Les principales
catégories d’apres McDougall et al. (1996) sont les xylanes, les mannanes et les

xyloglucanes.
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Tableau 1: Constituants des fibres alimentaires (Jones, 2000b)

Type

Polysaccharides non amidon et
Oligosaccharides Resistants

Cellulose

Hemicellulose Arabino-xylanes
Arabino-
galactanes

Polyfructoses Inuline

Oligo-fructanes

Galactooligosaccharides

Hydrates de carbone analogues

Gommes

Mucilages

Pectines

Dextrines Indigestibles Maltodextrines
Resistantes
Dextrines
Resistantes

Hydrates de carbone | Polydextrose

synthetises Methyl cellulose
Hydroxypropyl-

-methyl Cellulose

amidon resistant

AACC (2001)

Lignine
Cires
.. Phytate
Substances Associées i
au complexe (polysaccharides Cutine
non amylacés — lignine) dans Saponines
la plante Suberine
Tannins
Chitine
Chitosane
. . s . Collagene
Fibres d’origine animale —
Chondroitine
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I.1.3.2.1. Les xylanes.

Selon Habibi (2004), les xylanes sont constitués d’une chaine principale d’unités D-
xylopyranose liées en P-(1- 4), et moins fréquemment en B (1-3), et portant des
branchements latéraux d’a-L-arabinose, pour donner les arabinoxylanes (xylanes neutres),
I’acide glucuronique pour donner les glucuronoxylanes ou 1’acide 4-0-méthylglucuronique
formant ainsi les glucurono-arabinoxylanes (xylanes acides) (Rodionova et al., 1992;
Colin-Henrion, 2008). Lorsque les xylanes comportent les acides férulique ou p-

coumarique, on parle d’hétéroxylanes. (Jarrige et al., 1995) (Fig. 3 et 4)

I.1.3.2.2. Les mannanes.

Ce sont des polyosides de résidus B-D-mannopyranoses liés en (1-4) et qui portent
souvent des unités galactose, pour former les galactomannanes (parois de graines de
caroube), mais leur chaine principale est intercalée parfois par des unités de glucose, pour
donner les glucomannanes. Ces derniers peuvent porter aussi des galactoses sur 1’Og pour

donner les galactoglucomannanes. (Voragen et al., 1986; Habibi, 2004).

I.1.3.2.3. Les xyloglucanes.
IIs sont composés d’un squelette de D-glucopyranoses f3,1-4,dont les trois quarts sont
substitués en O(6) par diverses chaines latérales mono, di ou trimériques (xylose,

galactose-xylose ou fucose-galactose-xylose) (Colin-Henrion, 2008) (fig. 5).

1.1.3.2.4. Les B-glucanes.
Ils ont une chaine de D-glucoses reliés par des liaisons mixtes B,1-3 et B,1-4.

(Mirande, 2009)

1.1.3.3. Les substances pectiques.

Ce sont des hétéro-polysaccharides dont le squelette principal est formé par 1’acide
galacturonique B(1-4). Cet acide est I’ose constitutif principal (50 a 60 % du poids sec des
fractions pectiques), a coté des oses neutres (I’arabinose 4 a 10 %; le galactose 5 %; le
rhamnose 1-2 %), tandis que les quantités de xylose et glucose sont proches de celles du
rhamnose (Renard et Thibault, 1993; Renard, 2005b; Colin-Henrion, 2008). L’ arrangement

de ces constituants forme différents domaines pectiques :
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Figure 1 : Structure chimique de la cellulose avec son unité cellobiose. (Chaplin, 2004).
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1.1.3.3.1. Les domaines acides.
D’apres Colin-Henrion (2008), deux types de polymeres forment les domaines acides :
- Les homogalacturonanes (HG) : les zones « lisses » ou les acides poly-galacturoniques

sont constituées de chaines d’acides D-galacturonique liés en a-(1- 4) (fig. 6)

- Les rhamnogalacturonanes (RG) : les zones « hérissées » ou leur chaine principale est
formée par des enchainements répétitifs d’acide galacturonique et de rhamnose; c’est la
zone RG I (Renard et al., 1995). La zone RG II est le deuxieme composant, constitu¢ de
chaines galacturoniques sur lesquelles peuvent se greffer des chalnes latérales d’oses

neutres composées d’au moins 12 monomeres différents (Cosgrove, 2005) (fig. 6)

1.1.3.3.2.Les domaines neutres.

IlIs sont formés de chaines latérales d’oses neutres associées aux zones RG I, et
portées par des résidus rhamnosyls en position O(3) et/ou O(4). Le B-D-galactopyranose et
I’a-L-arabinofuranose en sont les oses majoritaires et s’organisent en structures complexes
pour former les arabinanes, les galactanes de type I, et les arabinogalactanes de type I et II

(fig. 6) (Colin-Henrion, 2008; Mirande, 2009).

L’organisation des pectines, était décrite pendant longtemps comme une alternance
de zone «lisses» (HG) et de zones «hérissées» (RGI) substituées par des chailnes latérales
d’oses neutres (Voragen et al., 1995). Récemment, la suggestion est que la chalne
principale soit une zone RG a laquelle seraient substituées des chaines latérales d’oses

neutres et des zones HG (fig. 7) (Vincken et al., 2003; Colin-Henrion, 2008).

Selon Colin-Henrion (2008), les pectines constituent 1’essentiel des fibres solubles et
sont extractibles par 1’eau, les tampons, les agents chélatants des cations divalents et les
acides et bases dilués. Les propriétés gélifiantes des substances pectiques en présence

d'agents déshydratants (exp : sucre) sont connues et largement exploitées depuis longtemps

10 Chapitre I: Revue bibliographique



B.Moussaoui (2013). Fibres de caroube, croissance et survie de souches bénéfiques sur lait écrémé. Mag.Hyg. Séc.Alim.Univ.Mosta.

4 pa-D-Galip-( 1 +4)a-D-Galipo=-{1 —»d-a-D-Saldo-f1 w4 )a-D-Salio-1 - +4)-0-D-Galdo-{1 -
Homogalacturonanwe
>

4)-a-D-Galsp—(1 - +2)-a-L-Rhap-(1 ->4)-a-D-Galso-{1- +2)-a-L-Rhap-{1 +4)-a-D-Salsg-(1

Rhamnogalacturcnans |

ce=L-Aras a=-L-rar a-L-Araf
1 1 1
i + +
3 2 a3

S)-a-L-Araff1—» Sj-a-L-Araf(1—» Ej-a-L-Araf{1l -+ S)}o-L-Araf{l-—+ S}a-L-Araf{1l—»
Arabinane

B-D-Galp

— - P-D-Galpii—- B-D-Galp (I—=- [-D-Galp ¢1—=

Calactane
=L -Arafyfl —=Sla-L-Araf{i-=5) wt=L-Araff1 —+5)a-L-Araf{i1-»5)
1 1
X} -
3

3
4)-f-D-Galo(1—4)}-B-D-Galp{1—»4)-B-D-CGalp{1—34)-B-D-Galp(1 +4)-B-D-Galp-(1-—»

Arabinogalactane type I

B-D-Salo B-D-Galz
1 1
- 4
[-] -1
a-D-Galp B-O-Salo-[1 —+3)-R-D-Galo m-Aral B-D-Galp
1 1 1 1
: | L ¥ 4
-] -]

-] (-1
2-E-D-Galp-(1 —+4)-B-D-Galp—i{ 1 -2 )-B=-D-Galog{1 —+d4 )= B-D-Galp-{1 -+ -B-D-Galp=(1-»

Arabinocgalactans typs Il

Figure 6: structure chimiques des domaines acides et neutres des pectines (Habibi,
2004 ; Colin-Henrion, 2008).

ooey

Rocod

RG-1I HGA RG-1I

Adide galaturonigue
& ERhanmoss
Galctose
Arahinose
@ Aufres sucres

Figure 7 : Structure schématique des pectines (Willats, et al., 2001).
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par les industries agro-alimentaires pour la fabrication de gelées ou confitures. Les pectines
ne présentent aucune toxicité, elles ne sont pas digérées mais fermentées dans le colon.

(Diez et Istasse, 1996).

1.1.3.4. La lignine.

Il est reconnu que la lignine n’est pas un glucide, mais un composé phénolique,
amorphe, de haut poids moléculaire avec une structure trés complexe et apparait comme
aléatoire et désorganisée (Boerjan, et al., 2003; Boudet, et al., 2003).

Sur le plan chimique, ¢’est un hétéropolymere tridimensionnel hautement branché,
composé d’alcools dérivant du phénylpropane (coniférylique, p-coumarylique et
sinapylique) liés par des liaisons éther, ester ou encore carbone-carbone (Marlett et

Vollendorf, 1994) (fig. 8 et 9).

La lignine est un polymere plastique qui confere aux végétaux des propriétés
d’imperméabilité retardant la pénétration de l'eau dans les tissus, et de résistance aux
attaques microbiennes (Rouau et Thibault,1987; Marlett et Vollendorf, 1994; Chaplin,
2004).

I.1.3.5. Les gommes.

Au sens large, le terme "gommes" désigne un groupe de polysaccharides complexes
d'origine végétale, solubles dans l'eau, avec un haut poids moléculaire et une affinité pour
I'eau responsable de la formation de solutions visqueuses et de gels épais, méme a basse
concentration (Berk, 1976). Perrin (1996) présente plusieurs types de gommes; les gommes
d'exsudat de plantes (gomme arabique), les gommes des graines de légumineuses

(exemple : la gomme de caroube) et les polysaccharides d'algues (carraghénanes, agar).

La gomme de caroube ou galactomannanes, est une molécule polysaccharidique
composée de deux unités de sucre, (le f-D-mannose et le a-D-galactose), a une proportion
de 4:1 (fig. 10). Elle est dotée de diverses propriétés importantes, a savoir une haute
viscosité dans I’eau, méme a température et a pH variables, une capacité de former, a partir
d’une solution tres diluée, de stables solutions visqueuses et une haute potentialité de réagir
avec d’autres polysaccharides induisant ainsi un effet de synergie (Garcia-Ochao et Casas,

1992 ; Puhan et Wielinga, 1996).
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Figure 10: gomme de caroube, de tara et de Guar (Batlle et al., 1997).
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1.1.3.6. Les substances présentant des propriétés de fibres.

Les oligosaccharides non digestibles (OND) sont composés d’une moyenne de 2 a 10
monosaccharides et subdivisés en plusieurs sous classes (tableau 2). Ils existent
naturellement dans 1’alimentation, notamment le blé, la banane, 1’oignon, 1’ail, 1’asperge

les artichauts, la chicorée et le lait maternel (Fabrice, 1999; Verghese et al., 2002).

Tableau 2: Composition chimique des oligosaccharides non digestibles (OND)

(Fabrice, 1999)

Type d’OND Composition chimique

Fructo-oligosaccharides (FOS) | > 95% d’oligosaccharides B 2-1 fructan: sucrose,
fructose (dp: 2 a 5, 4 en moyenne)

Inuline > 99% d’oligosaccharides B 2-1 fructan (dp: 10 a 12)

Galacto-oligosaccharides (GOS) | 85% d’oligogalactose: petite quantité de glucose,
galactose et lactose

Xylo-oligosaccharides (XOS) 70% de xylose, liaison 3 1-4 (dp 2 a 4)

Isomalto-oligosaccharides Meélange d’oligomeres de glucose, liaison o 1-6
(isomaltose, panose)

(dp = degré de polymérisation)

Ils peuvent étre produits de trois facons différentes :
1- extraction a partir de sources naturelles (chicorée)
2- hydrolyse enzymatique partielle des sources naturelles (oligofructoses, XOS)
3-synthese enzymatique a partir des disaccharides comme le sucrose et le lactose (ex,

transgalacto-oligosaccharides) (Harris et Ferguson 1999)

Les plus importants sont deux [ (2-1) fructanes: les fructooligosaccharides (ou
oligofructoses) et I’inuline (Van Loo et al., 1995), car ces substances présentent un grand
intérét en nutrition humaine puisqu'elles ont un pouvoir sucrant tout en étant indigestibles
dans l'intestin gréle. D'autre part, elles présentent la propriété de stimuler la croissance des

bifidobactéries chez I'homme (Spiegel et al., 1994).

L’amidon résistant est considéré comme une fibre alimentaire, il réunie 1’amidon et
les produits de dégradation de I’amidon non digérés ou non absorbés par le petit intestin

(inaccessibles a 1’a-amylase), mais qui peuvent étre digérés ou fermentés dans le gros
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intestin (Institut de Médecine, 2002; McCleary, 2003). Selon Haralampu (2000), Il est
réparti en quatre groupes :

- AR1 : Amidon physiquement inaccessible (emprisonné dans une matrice non digestible)

- AR2 : Amidon non gélatinisé (surtout la structure cristalline de type B)

- AR3 : Amidon rétrogradé (réassociation sous forme cristalline)

- AR4 : Amidon modifié¢ chimiquement (Crowe et al., 2000).

Certains lipides complexes comme (les cutines, subérines et cires), Les amino-
polysaccharides (la chitine, les chitosanes, les kératines et les xanthanes), Et Les produits
de la réaction de Maillard. Qui sont des produits de dégradation formés lors de cuisson des
aliments peuvent €tre aussi incluses dans la définition des fibres (Lairon, 1996; Gurr et al.,

1994; Diez et Istasse, 1996)

1.1.4. Les méthodes de dosage des fibres alimentaires.

Les méthodes de dosage des fibres ont évolué depuis leur apparition au début du 19°™
siecle. Leur développement est trés lié a I’évolution du concept et a leur domaine
d’application; il a été freiné par le manque de définition précise des “fibres” (Hoebler,

1986)

1.1.4.1. Les méthodes gravimétriques.

Elles donnent une valeur globale de la fraction “fibres alimentaires” (Hoebler, 1986):

1.1.4.1.1. Les méthodes gravimétriques chimiques.

Dans ces méthodes, les fibres sont obtenus apres plusieurs traitements par des agents
chimiques (acides, bases, détergents, solvants):
- Le dosage de cellulose brute ou cellulose weende (du nom de la ville allemande
« Weende ») correspond au résidu résistant aux attaques successives acide et alcaline apres
déduction de la teneur en cendres.
- La méthode aux détergents acides et neutres ou la méthode Van Soest, donne un résidu
“fibre” pauvre en azote apres plusieurs extractions par des détergents anioniques et

cationiques en milieu acide ou tamponné (neutre).
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Cependant le dosage des fibres insolubles peut €tre fait par solubilisation des constituants
cytoplasmiques par des réactifs chimiques (exp: phénol/acide acétique/eau, dimétyl

sutfoxide) (Hoebler, 1986)

1.1.4.1.2. Les méthodes gravimétriques enzymatiques.

Ces méthodes simples et faciles sont les plus employées a 1’heure actuelle. Elles
comportent 3 étapes successives (Cho et al., 1997): [’echantillon est préparé par le
broyage, le tamisage, et parfois une délipidation pour permettre une attaque enzymatique
efficace, il est ensuite soumis a une digestion enzymatique (Termamyl « a-amylase
thermostable », amylogucosidase et protéase) pour le débarrasser de ses constituants non
pariétaux (amidon, protéines), et les fibres totales sont récupérées pour étre lavées et
séchées apres la filtration du digestat précipité dans quatre fois son volume d’éthanol. Ce
protocole a été publié par Prosky et al. (1984) et il est devenu aujourd’hui la méthode de
référence recommandée par [’Agence Francaise des Fraudes et de Sécurité

Alimentaire (AFSSA 2002) pour I’analyse des fibres alimentaires.

1.1.4.2. Les méthodes directes ou méthodes enzymatiques-chimiques.

Ces méthodes donnent le profil de la composition des fibres par détermination des
monomeres constitutifs des polysaccharides. Elles comportent une hydrolyse,
généralement acide, puis une quantification des oses libres obtenus, incluant généralement

une séparation et une identification des différents oses.

La méthode enzymatique-colorimétrique « Southgate », utilise un chromogene pour
former avec les oses libres obtenus apres hydrolyse acide a chaud un composé coloré
(Thibault, 1979).

Tandis que la méthode enzymatique-chromatographie en phase gazeuse (Upsala; du
nom de la ville danoise d’Upsala) quantifie les oses neutres constitutifs, libérés par
hydrolyse en milieu acide, par CPG apres acétylation en acétate d’alditol (Englyst et
Cummings, 1984).

Toutefois, il y a aussi la méthode enzymatique-chromatographie en phase liquide qui
utilise des colonnes d’échange d’anions couplées a des détecteurs permettant de quantifier
séparément apres hydrolyse enzymatique, certaines fractions rarement prises en compte

comme I’inuline (Quemener et al., 1994).
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1.1.4.3. Dosage par spectrophotométrie dans le proche infra rouge —spir.

Cette technique rapide et simple comporte la sélection d’un ensemble d’échantillons
de composition connue et la mesure de leurs spectres, puis la recherche des longueurs
d’ondes les plus significatives de la caractéristique étudiée, afin d’établir une équation de
prédiction, ensuite la mesure des spectres des échantillons inconnus et 1’application de

I’équation d’étalonnage (Hoebler, 1986)

I.1.5. Sources, apports conseillés et état actuel de la consommation des fibres.
Les fibres alimentaires existent naturellement dans les plantes telles que les céréales,
fruits, légumes, légumineuses, noix, graines avec des quantités et compositions différentes

d’un aliment a un autre (tableau 3) (Desmedt et Jacobs, 2001; Yutin, 2010).

D’une facon générale, on trouve les pectines dans les pommes, carottes, bananes; les
hémicelluloses solubles dans les fruits (agrumes) et 1égumes; et les B-glucanes au sein des

céréales completes, en particulier avoine, orge.

La cellulose est localisée majoritairement dans les fruits et 1égumes, frais et secs,
alors que les hémicelluloses insolubles sont concentrées chez les céréales completes (en
particulier blé et seigle), les fruits et I€égumes frais et secs; tandis que la lignine est repérée
massivement dans les grains des fraises, des raisins, enveloppes des grains de céréales)

(Cabrol, 2006 ; Modai, 2009).

Dans I’alimentation occidentale, les céréales constituent la source principale des
fibres avec 50%; suivis des 1égumes (32 %), et fruits (16 %), le reste est fourni par les
sources mineurs (exp: légumes secs) (3%) (Gregory et al., 1990; Cummings, 1996 ;

Lambo et al., 2005).

En janvier 2007, un Corrigendum de la régulation de 1’Union Européenne (EC) No
1924/2006 (Official Journal 409 p9, 30.12.2006 on nutrition and health) spécifie les
allégations:

*  Source de fibres : correspond a 3g/100 g ou /100ml, si non 1,5g/100 kcal
=  Riche en fibres : correspond a 6g/100 g ou /100ml, si non 3g/100 kcal
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Tableau 3: les aliments riches en fibres (Anonyme, 1993)

sources de fibres solubles sources de fibres insolubles
Aliment (g/100 g) Aliment (g/100 g)
Son d'avoine 16 Amandes 13
Pruneaux 13 Pain de son de blé 10
Figues seches 12 Pain complet 7
Haricots rouges cuits 9 Dattes seches 7
Flocons d'avoine 7 Petits pois cuits 6
Choux de Bruxelles cuits 3 Pois chiches cuits 5
Mangues, bananes 3 Pain blanc 3
Carottes cuites, épinards cuits 3 Haricots verts cuits 2
Oranges, poireaux, peches, pommes 2 Lentilles cuites 2
Pommes de terre vapeur, laitues, |1 Ananas 1
tomates

L’apport en fibres conseillé chez I’adulte est au minimum 25 g/jour, ou mieux, 30 g/jour.
Dans le cas des enfants, il semble cependant raisonnable de proposer 1’ingestion
journaliere de "age + 5 g" de fibres (tableau 4). Des 1’adolescence, les apports
recommandés pour 1’adulte devraient s’appliquer (Diplock et al., 1999, Martin, 2001).

[’état actuel de la consommation des fibres est tres diminué; on constate
actuellement que les apports quotidiens sont de 1’ordre de 15 - 20 g/ jour contre 30 -35 g
au début du siecle, alors que les nutritionnistes recommandent un apport quotidien de 25 -
30 g (Debry, 1990).

Par exemple, Les américains mangent la moitié des apports quotidiens conseillés, soit

15-18g/j pour ’homme et 12-13g/j pour la femme ; alors que les frangais consomment

seulement 17 g/j (Anonyme, 2004; Anonyme, 2008)
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Tableau 4: Les apports journaliers conseillées (Anonyme, 2002)

Tranches d’age Recommandations (en g/jour)
Sexe masculin | Sexe féminin
Nourrissons 1-3 ans 19 19
Enfants 4-8 ans 25 25
Jeunes 9-13 ans 31 26
Adolescents 14-18 ans 38 26
Adulte 19-30 ans 38 25
31 to 50 ans 38 25
51 to 70 ans 30 21
71 ans et + 30 21
Grossesse < 19 ans - 28
Grossesse 19-50 ans - 28
Lactation < 19 ans - 29
Lactation 19 - 50 ans - 29

Cette diminution de consommation de fibres est due au raffinage des farines et d’une
moindre consommation d’aliments qui en sont riches (céréales, pain, 1égumes secs...)

(Anonyme, 2007).

I.1.6. Propriétés physico-chimiques des fibres.

Les propriétés physicochimiques des fibres sont a 1’origine de leur utilisation comme
ingrédients fonctionnels, car elles modifient la consistance, la texture et les caractéristiques
rhéologiques et sensorielles des aliments. En outre, ces propriétés sont derriere les
fonctions physiologiques bénéfiques des fibres (Dikeman et Fahey, 2006 ; Collar et al.,
2009).

I.1.6.1. La solubilité.
La solubilité des fibres dépend de :
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- la structure des chaines, parce que les chaines linéaires régulieres s’assemblent pour
former des régions pseudo-cristallines qui se dispersent difficilement dans 1’eau (exemple
de la cellulose), tandis que la présence d’un branchement empéche, sur le plan stérique,
I’association inter-chaines et augmente la solubilité (exemple des pectines fortement

branchées) (Whistler, 1973; Cloutour, 1995).

- la présence des liaisons (1-6) qui rend les chaines flexibles, et donc facilement
solubilisées, par la suite les polymeres les plus solubles sont les plus flexibles (dextrine)

(Whistler, 1973; Thebaudin et al., 1997).

- la présence des groupes sulfates ou pyruvates, de 1’acide uronique, etc..., ayant une

charge électrique favorise la solubilisation (Thebaudin et al., 1997).

- la présence de tres nombreuses fonctions alcool capables d’interagir avec 1’eau (Guillon

et Champ, 2000)

1.1.6.2. Les propriétés d’hydratation.
Les propriétés d’hydratation sont des attributs des fibres insolubles (Thebaudin et al.,
1997), et les principaux parametres utilisés pour les décrire sont :

e Le gonflement : c’est la capacité des fibres a s’hydrater sans I’application d’aucune
autre force que la gravité. Il correspond au volume occupé par une masse connue de
fibres hydratées rapporté a la masse seche de 1’échantillon initial (Robertson et al.,
2000).

® la capacité d’absorption d’eau : correspond a 1’aptitude des fibres a absorber I’eau
par capillarité. (Massiot et Renard, 1997).

® La capacité de rétention d’eau : est la quantité d’eau retenue par une masse connue
de fibres dans des conditions standards d’hydratation apres application d’une force

extérieure: la force centrifuge, la force osmotique ou la filtration.

Les propriétés d’hydratation des fibres sont influencées par la taille des particules de
I’échantillon et sa porosité, le pH, la température, et la force ionique (Renard et Thibault,

1991 ; Cloutour, 1995).
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1.1.6.3. Pouvoir viscosifiant et gélifiant.

Les polysaccharides présentent un pouvoir épaississant lorsque les liaisons
moléculaires sont faibles voire inexistantes et que les molécules sont entourées d’une
gangue de molécules d’eau (exp: dérivés de cellulose) (Launay et al., 1986). Or, un
polysaccharide gélifie lorsqu’il forme un réseau tridimensionnel macromoléculaire retenant

entre ses mailles une phase liquide (exp : les pectines) (Cloutour, 1995) (figure 11).

1.1.6.4. Capacité d’échange cationique et d’adsorption de molécules organiques.

Les fibres peuvent échanger des cations grice a la présence de groupements
ionisables (substances pectiques). Elles fonctionnent alors comme des résines échangeuses
de cations (Ralet, 1992). Les fibres peuvent par ailleurs, adsorber certaines molécules
organiques. Ainsi la lignine adsorbe les acides biliaires et le son de blé peut réduire le

niveau de certains carcinogenes et mutagenes (Vikse et al., 1992 ; Nagengast et al., 1993).

1.1.6.5. Fermentescibilité.

La fermentation des fibres dans le cOlon par la flore digestive, va permettre leur
dégradation plus ou moins poussée, qui en dehors de maintenir en vie la flore bactérienne
locale, elle permet la production de certains métabolites, tels que des acides gras a chaine
courte, associés a une baisse du taux de cholestérol libre (McDougall et al., 1996; Cho et
al., 1997 ; Escrig et Muniz, 2000).

La capacité des fibres a €tre fermentées dépend de la nature des polysaccharides
constitutifs et de leur forme physique :

-Les fibres solubles sont beaucoup mieux fermentés que les insolubles (Horvath, 1984)
-Les fibres se comportent différemment vis-a-vis la fermentation :
v elles sont complétement fermentées (pectines), partiellement fermentées
(hémicellulose), ou bien pas du tout fermentées (lignine), (Horvath, 1984)
v' elles sont aussi soit rapidement fermentés (fibres des fruits et légumes), soit

lentement fermentées (son de blé) (Katz et al, 1987).
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Figure 11: phénomenes de gélification et d’épaississement (Ralet ,1992).
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I.1.7. Utilisation technologique et roles physiologiques des fibres.

Les carraghénanes sont utilisées comme gélifiant, épaississant, stabilisant pour produits
a base de lait et aliments humides pour chiens et chats. La cellulose et ses dérivés sont
employés comme épaississant, gélifiant. Par contre, la gomme de guar, les pectines et les
oligofructoses sont utilisés exclusivement comme épaississant, gélifiant et agent sucrant,

respectivement (Diez et Istasse, 1996).

1.1.7.1. La fermentation des fibres.
La fermentation des fibres surtout solubles peuvent présenter des effets physiologiques

bénéfiques sur ’hote (Chawla et patil, 2010 ; Brownlee, 2011) :

I.1.7.1.1. Production d’acides gras a chaines courtes (AGCC) « Short Chain Fatty
Acids SCFA »:

Dans le gros intestin, les fibres alimentaires sont fermentées par des enzymes
bactériennes pour donner principalement des AGCC, (I’acide acétique, propionique et
butyrique), et d’autres composés tels que I'eau, les gaz (I'H,, le CO,), et le lactate
(Macfarlane et al., 1991 ; Campbell et al., 1997).

Ces AGCC sont rapidement absorbés par le colon et stimuleraient 1I’absorption d’eau
et de sodium. De plus, ils sont une source d’énergie importante pour les bactéries et pour

différents organes de I’homme (tableau 6) (Hebuterne, 2002).

Tableau 6: Les organes humains bénéficiant des AGCC comme

source d’énergie (Slavin et al., 2009)

AGCC Organe
Butyrate Colon distal et rectum
(Cellules de revétement d’épithélium, colonocytes)
Acétate ceeur, rein, cerveau
Propionate Foie
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Les AGCC peuvent également diminuer le pH intestinal et le maintenir constant au
voisinage des cellules épithéliales du cOlon, et inhibent la prolifération et/ou 1’adhésion de
certains germes entéro-pathogenes (Daisuke et al., 2004 ; May et al., 1994). Mais, 1’effet
bénéfique majeur de ces acides, surtout le butyrate, est sans doute, 1’effet protecteur vis-a-
vis du cancer colique (Siavoshian, et al., 2000 ; Key et Spencer, 2007; Spurling, et al.,
2008).

1.1.7.1. 2. Effet prébiotique.

Les oligosaccharides non digestibles appartiennent a la famille des fibres qui
présentent le plus d’effet prébiotique; il s’agit de I’inuline, des fructo-oligosaccharides
(FOS), des galacto-oligosaccharides (GOS) et du lactulose (Bouhnik et al., 1993 ; Alles et
al., 1999; Roberfroid, 2007).

Toutefois les deux premiers (inuline et FOS) sont les plus significativement
efficaces, étant connus par plusieurs études pour stimuler la croissance des bifidobacteries
et des lactobacilles (Okubo et al., 1994; Roberfroid et al, 1998; Pasman et al, 2006; Vos et
al., 2007).

Les xylo-oligosaccharides (XOS), notamment les arabinoxylanes, montrent aussi des
effets tres concluants vis-a-vis du métabolisme gastro-intestinal, et améliorerait de maniere
tres efficace la croissance des bifidobactéries. (Cloetens et al., 2008; Van Craeyveld et al.,

2008, Xu et al., 2008).

1.1.7.2. Effets sur la digestion.

Les fibres stimulent la salivation, diluent la masse de ’aliment, activent la sécrétion
de I’acide gastrique et des hormones digestives (Cummings et Englyst, 1995; McDougall
et al., 1996; Guillon et Champ., 2000). Elles donnent une sensation de satiété (effet
rassasiant) suite a une mastication plus lente et une vidange gastrique ralenties (Edward et
Parrett 1996 ; Guillon et Champ., 2000).

De plus, I’Augmentation de la masse fécale est la résultante des propriétés
d’hydratation des fibres et de leur caractere d’indigestibilité, a coté de 1’action
d’augmentation de la masse bactérienne qu’elles induisent (McDougall et al, 1996 ;
Kurasawa et al., 2000).

Les fibres réduisent aussi le temps de transit intestinal par la production des gaz de

fermentation qui distend la paroi colique, et I’augmentation du volume fécal, excitent et

stimulent les capteurs de vidange rectale (Borel, 1990).
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1.1.7.3. Effets sur le métabolisme.

La digestion et I’absorption des glucides sont diminuées par les fibres, qui
ralentissent la vidange gastrique et augmentent la viscosité du bol alimentaire (Leclere et
al., 1994), elles ont encore des -effets hypocholestérolémiants, hypolipémiants et
hypotriglycéridémiant (Mee et Gee, 1997; Aprikian et al., 2001; Leontowicz et al., 2001)

De méme que plusieurs travaux confirment que les fibres améliorent 1’absorption du
calcium, magnésium, zinc et fer par 1’accroissement du transport actif (Tahiri et al., 2001;

De cassia et al., 2003; Vermorel et al., 2004; Coudray et al., 2005; Holloway et al., 2007 )

1.1.8.4. Effet immunitaire.
Les fibres alimentaires assistent les propriétés de barriere de la muqueuse du colon
par le fait de promouvoir la production des cellules T, anticorps, et leucocytes (Pratt et al.,

1996; Mariadason et al., 1997; Sanderson, 2004)

1.1.8.5. Effets sur les pathologies.

Les fibres alimentaires soulagent la constipation par I’augmentation du poids et de
la consistance fécale, ainsi par I’élévation de la fréquence de défécation, et ramollissent les
feces pour diminuer 1’hémorragie et la récidivité hémorroidale. Elles ralentissent ainsi le
transit intestinal chez les personnes a transit anormalement rapide pour lutter contre La

diarrhée (Ashraf et al., 1995; Jie et al., 2000; Alosnso et al., 2005,20006)

La lutte contre le diabete par les fibres, est due au ralentissement de 1’absorption
des glucides, a 1’abaissement de la glycémie post prandiale, et a la réduction de sécrétion
d’insuline (Jang et al., 2001; Anderson et al., 2009).

L’ obésité est allégée en leur présence suite a la diminution de I’apport et de la
densité énergétique totale, a 1’utilisation des lipides, a la stimulation hormonale et a la
réduction de la sécrétion d’insuline. (Pereira et Ludwig, 2001; Hill et Peters, 2002 ;
Tapsell, 2004 ;Keenan et al., 2006 ; Anderson et al., 2008 ; Sharma et al., 2008; Mikusova
et al., 2009)

Par ailleurs, selon Potter (1999) et Perrin et al. (2001), ’effet synergique entre le
butyrate résultant de la fermentation des fibres qui induit I’apoptose, et inhibe les acides
biliaires secondaires mutagenes, et la limitation du temps d’interaction entre muqueuses

intestinales et carcinogenes aide a lutter contre le cancer colorectal.
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La diminution du taux d’cestrogénes dans le sang par les fibres est une autre forme

de lutte contre le cancer du sein (Cummings et al., 1982)
L’abaissement de la LDLémie et de la cholestérolémie, provoqué par 1’ingestion des
fibres, affectent positivement les risques de maladies cardiovasculaires (stark et Madar,

1994 ; Rimm et al., 1996).

I.2. Les aliments fonctionnels (probiotiques et prebiotiques).

I.2.1. Les aliments fonctionnels.

On appelle aliment fonctionnel « un aliment qui contient (en concentration adéquate)
un composé ou une association de composés qui modifie les fonctions de ’organisme de
sorte que l’on observe des effets cellulaires ou physiologiques positifs » (Roberfroid,
1998).

Il ne s’agit en aucun cas de capsules/gélules ou de comprimés, mais plutdt de
produits alimentaires traditionnels dont la consommation dans le cadre d’un régime
normal; montre -au dela des effets nutritionnels habituels- un effet bénéfique sur une ou
plusieurs fonctions cibles dans 1’organisme, ce qui améliore 1’état de santé et le bien étre

d’un individu ou réduit le risque d’une maladie (Contor, 2001 ; Izquierdo, 2009).

Cela peut étre un aliment entierement naturel, un aliment auquel un composant a été
ajouté ou enlevé par des moyens technologiques ou biotechnologiques, méme un aliment
dans lequel la nature ou la biodisponibilité d'un ou plusieurs composants a ét€¢ modifiée, ou
encore n'importe quelle combinaison de ces possibilités (Ashwell 2002) (tableau 7).

De ce fait, de nouveaux produits ont vu le jour Il s’agit notamment des prébiotiques, des

probiotiques, et des synbiotiques.

1.2.1.1. L’écosystéeme gastro-intestinal.

Le tractus gastro-intestinal, de 200 a 300 m’ de superficie, est I’interface entre le
monde extérieur et le monde intérieur, sa fonction vitale est la digestion et 1’assimilation
des aliments tout en étant un organe immunitaire important capable de nous protéger
contre des pathogenes (Cuibai, 2008).

C’est un écosysteme complexe, composé par une alliance stable entre 1I’épithélium
gastro-intestinal, le systtme immunitaire qui lui est associé (GALT: gut associated

lymphoid tissue) et la flore microbienne résidente.
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Tableau 7: Exemples de composants d'aliments fonctionnels (Cuibai, 2008)

Composants fonctionnels | Source | Avantages potentiels

Caroténoides

a-caroténe B-caroténe Carottes, fruits, légumes Neutralisent les radicaux libres

Lutéine Légumes verts Réduit les risques de dégénérescence maculaire
Lycopene Produits de tomate (ketchup, sauces) Réduit les risques de cancer de la prostate

Fibres alimentaires

Fibres insolubles

Son de blé

Réduisent les risques de cancer du sein ou du c6lon

Béta-glucane

Avoine, orge

abaissent le taux de LDL et le cholestérol total ; Protegent contre les maladies
cardiovasculaire et certains cancers;

Fibre soluble

Psyllium

Acides gras

Oméga-3 a longue chaine Acides gras
- acide déhydracétique/acide
eicosapentanoique

Huiles de saumon et d'autres poissons

Réduisent les risques de maladie cardiovasculaire. Améliorent les fonctions mentales
et visuelles

Acide linoléique conjugué (ALC)

Fromage, produits carnés

Améliore la constitution corporelle. Diminue les risques de certains cancers

Composés phénoliques

Anthocyanidines Fruits Neutralisent les radicaux libres; réduisent les risques de cancer
Catéchine Thé

Flavonones Agrume

Flavones Fruits/légumes

Lignans Lin, seigle, 1égumes Prévient le cancer, l'insuffisance rénale

Tanins (proanthocyanidines)

Canneberges, cacao, chocolat

Améliorent la santé de l'appareil urinaire. Réduisent les risques de maladie
cardiovasculaire.

Phytostérols

Ester de stanol

Mais, soja, blé, huiles de bois

Abaisse la cholestérolémie en inhibant 1'absorption du cholestérol

Prébiotiques/probiotiques

Fructo-oligosaccharides (FOS)

Topinambours, échalotes,

d'oignon

poudre

Améliorent la qualité de la flore microbienne intestinale; santé gastro-intestinale

Lactobacillus

Yogourt, autres produits laitiers

Phytoestrogenes du soja

Isoflavones: Daidzein Genistein

Soja et aliments a base de soja

Diminuent les symptdmes de la ménopause. Préviennent les cardiopathies et certains
cancers; abaissent le taux de LDL et le cholestérol total.
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Des altérations génétiques ou fonctionnelles de 1’un de ces trois composants peuvent
perturber 1’alliance et, par conséquent, favoriser 'installation de diverses pathologies

(McCracken et Lorenz, 2001).

1.2.1.2. Le microbiote intestinal.

Selon la définition d’Isolauri et al. (2002): «la flore intestinale normale est une
collection complexe et en équilibre de microorganismes qui habitent normalement le
tractus gastro-intestinal et remplissant un rdle dans la nutrition, la physiologie et le contrdle

du systeme immunitaire de 1’hote ».

Cette microflore a été estimée a pres de 10"-10" cellules microbiennes (1-2 kg de
bactéries/individu), dont environ 400 a 1000 especes bactériennes différentes ont été

recensées (Hooper et Gordon, 2001).

On y trouve a la fois des bactéries aérobies (Escherichia, Enterococcus, Klebsiella,
Streptococcus, Lactobacillus) et anaérobies (Bifidobacterium, Clostridium, Bacteroides,
Eubacterium) (O’hara et Shanahan, 2006). Ces bactéries sont classées en deux catégories ;

les bactéries indigenes (autochtones) composées de bactéries dominantes (10* a 10"

UFC/g feces, 25 a 40 especes souvent anaérobies strictes), et des bactéries sous-

dominantes (10° 2 10® UFC/g feces), et les bactéries transitoires (allochtones) provenant

d’autres habitats que le tractus (< 106/g de feces) (Hao et Lee, 2004).

1.2.1.3. Distribution des bactéries dans le tube digestif humain.

L’environnement gastro-intestinal comprend trois régions principales qui offrent des
conditions physico-chimiques tres différentes aux microorganismes qui s’y trouvent
(fig.12).

L’estomac qui se caractérise par la présence d’oxygene apporté par la déglutition et
par une forte acidité, héberge sélectivement les microorganismes acidotolérants, Gram
positif et anaérobies facultatifs comme les lactobacilles et les streptocoques (Ait-
Belgnaoui, 2006).

L’intestin gréle loge des bactéries anaérobies strictes notamment « bifidobactéries,
bactéroides, clostridies » et des anaérobies facultatives, telles que «les lactobacilles (L.
acidophilus, L. planturum, L. casei et L. rhamnosus), les streptocoques et les

entérobactéries» (Farnworth, 2008).
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Puisque Le colon est dépourvu d’oxygene, sa microflore est trés complexe et
dominée pas les anaérobies strictes (Bactéroides spp, Clostridium spp, Bifidobacterium : B.
longum, B. bifidum et B. infantis), tandis que les anaérobies facultatives sont moins
nombreuses et représentées par les lactobacilles, les entérocoques, les streptocoques et les

Enterobacteriaceae (Cuibai, 2008; Farnworth, 2008).

La charge microbienne dans les différents compartiments a été estimée 2 environ 10°
2 10* UFC/ ml ou g dans le contenu de I'estomac; 10’ UFC / ml dans le jéjunum, jusqu'a
10° UFC / g dans l'iléon terminal et d'environ 5 x 10'' UFC / g dans le contenu du cdlon

distal (Goktepe et al., 2006).

1.2.1.4. Colonisation du tube digestif.

La colonisation du tube digestif a lieu des les premiers jours de vie, et elle varie selon
la durée de la gestation, la voie de naissance (césarienne ou naturelle), et I’alimentation du
nouveau-né (Goldin, 1986). D’apres Midtvedt et Midtvedt, (1992) et Bourlioux et al.
(2003), elle n’intervient qu’au moment de la naissance par les flores vaginales et fécales de
la mere, et se sont Escherichia coli et Enterococcus sp les premicres bactéries
colonisatrices pendant les 12-24 premieres heures de la vie. Par la suite, si le nouveau-né
est nourri au sein les souches anaérobies strictes dominent (Bifidobacterium sp, quelques
Bacteroides sp), le cas contraire (enfant nourri avec des formules infantiles), le genre
Bacteroides sp. est prédominant et les bifidobactéries sont présentes de fagon aléatoire.
L’équilibre de la microflore intestinale est proche de celui de I’adulte vers 1’age de 2 ans
(Cuibai, 2008)

Chez I’adulte en bonne santé, la composition microbienne semble unique et elle reste
stable au cours du temps. Cependant, sa diversité entre individus est hautement
remarquable, puisque elle est déterminée en partie par son propre génotype, et par la

colonisation initiale a la naissance (Zoetendal et al., 2004)

I.2.1.5. Les principaux facteurs influencant le microbiote intestinal.

La composition et les fonctions de la microflore intestinale sont influencées par des

facteurs exogenes incluant les changements physiologiques de 1’hote (4ge, état de santé), le

régime alimentaire et 1’environnement (antibiothérapie, chimiothérapie, climat, stress,

hygiéne), et des facteurs endogenes comprenant les secrétions du tube digestif, mais aussi
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les métabolites des premiers microorganismes colonisateurs qui globalement conditionnent

le milieu physico-chimique du biotope (tableau 8) (Hopkins et Macfarlane 2002).

1.2.1.6. Fonctions de la flore intestinale.

Les interactions extrémement complexes entre 1’hote et sa flore digestible se
produisent dans les deux sens (Schiffrin et Blum, 2002). Les fonctions physiologiques
bénéfiques exercées par cette flore permettent de la comparer a « un organe dans un
organe » (fig. 13) (O'Hara et Shanahan., 2006).

Le microbiote contribue a I’absorption de glucides et de lipides, et augmente le stockage de
triglycérides dans les adipocytes en plus de 1’élévation de I’activité du lipoprotéine lipase
(Backhed et al., 2004-2005; Sonnenburg et al., 2005; Turnbaugh et al., 2006 ; Backhed et
al., 2007). Par ailleurs, ce microbiote forme des métabolites absorbés et utilisés par
I’organisme, facilite I’absorption des ions et le métabolisme des xénobiotiques, et accélere
le transit intestinal. Au dela, la fermentation des glucides, en stimulant la protéosynthese
microbienne, diminue largement la disponibilité des métabolites potentiellement toxiques

dérivés des protéines (Cuibai, 2008).

1.2.2. Les probiotiques.
1.2.2.1. Historique et définition.

Le terme probiotique vient de deux mots grecs « pros » et « bios » qui signifient
littéralement «pour la vie» et qui est actuellement utilisé pour désigner des bactéries
associées a des effets bénéfiques chez I’homme et les animaux (FAO/OMS, 2001; Cubai,
2008)

Le concept de probiotique est issu des travaux d’Eli Metchnikoff (1907) qui
attribuait la longévité des paysans bulgares a la diminution du vieillissement résultant « de
I’auto-intoxication intestinale », suite a leur consommation de yaourt contenant des
Lactobacillus vivants, pour remplacer les microbes protéolytiques tels que Clostridium qui
produit des substances toxiques (phénols, indoles et ammonium) a partir des protéines de la
digestion, ce qui améliore I’hygi¢ne digestive et augmente alors 1’espérance de vie.

Le terme ‘“probiotiques” fut d’abord introduit en 1965 par Lilly et Stillwell ; pour
designer les facteurs microbiologiquement dérivés stimulant la croissance des autres
organismes. Depuis, ce terme a bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le
temps en fonction des connaissances scientifiques et des avancées technologiques (Ait-

Belgnaoui, 2006) :
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-Selon Parker (1974), les probiotiques désignent « les microorganismes et les substances
qui contribuent au maintien de I’équilibre de la flore intestinale ».

-Plus tard, Roy Fuller (1989) propose la définition « supplément alimentaire microbien
vivant qui affecte de facon bénéfique [’hote en améliorant [’équilibre de sa flore
intestinale» ; pour souligner l'importance de la viabilité des microbes, et renforcer le
concept d'une action bénéfique sur la microflore intestinale.

-Récemment, les probiotiques se définissent comme « des cultures microbiennes vivantes
survivant le transite gastro-intestinale, ou elles colonisent le systeme » (Saarela et al.,
2000; Matilla-Sandholm et al., 2002;. Betoret et al., 2003).

-D’autre part selon Margoles et Garcia (2003), le terme probiotique se réfere a «des

cultures de microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés a ['homme ou aux

animaux, améliorent les propriétés de la microflore autochtone de l'hdte ».

Cependant, la définition la plus largement acceptée du terme est celle de la
consultation mixte d'experts (FAO/OMS, 2001) qui redéfinit les probiotiques comme « des
microorganismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, conferent
un bénéfice pour la santé de I'hote ». Ce groupe a reconnu que les probiotiques doivent
étre capables d'exercer des prestations de santé sur 1’hote grace a la croissance et / ou

I’activité dans le corps humain (Leahy et al., 2005).

1.2.2.2. Les types de microorganismes.

Les principaux microorganismes probiotiques connus a ce jour sont des bactéries
(lactobacilles, bifidobactéries, propionibactéries, Escherichia coli et entérocoques), et des
levures (Saccharomyces boulardii), présentes ou non dans la microflore intestinale
résidente (tableau 9). Les genres Lactobacillus, Streptococcus et Bifidobacterium qui
appartiennent au groupe des bactéries lactiques sont principalement étudiés et utilisés
(Vorland et al., 1998; Kopp-Hoolihan, 2001 ; Ait-Belgnaoui, 2006).
1.2.2.2.1.Les bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, en batonnets ou en coques,
hétéro- chimio-organotrophes avec un métabolisme aérobie facultatif. Elles sont
asporulées, Gram (+), généralement immobiles, catalase et oxydase (-), et ont des
exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les

sels, les acides gras et les glucides fermentescibles. Ces bactéries ont en commun la
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capacité de fermenter les sucres en acide lactique (Dellaglio et al., 1994 ; Sanders, 2001 ;
Fooks et Gibson, 2002).

Certaines sont dites «homofermentaires » car elles produisent majoritairement de
I’acide lactique alors que d’autres sont dites « hétérofermentaires » et produisent de 1’acide
lactique en méme temps que d’autres composés (acétate, éthanol et CO,) (Sillanpaa, 2001;
Fooks et Gibson, 2002 ; Klaenhammer et al., 2002).

Les bactéries lactiques sont représentées par plusieurs genres d’importance différente
« Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Bacillus, Clostridium,
Propionibacterium, Bifidobacterium » (De Roissart et Luquet, 1994 ; Leveau et Bouix

,1993) mais les principales classes probiotiques sont :

- Le genre Lactobacillus.

Il s’agit en général de batonnets non flagellés, non sporulés, catalase (-), Gram (+).
Elles sont anaérobies facultatives, avec un métabolisme homo ou hétéro-fermentaire, un
pourcentage de bases G+C variant de 32 a 55% et une faible variabilit¢ dans la

composition des peptidoglycanes (Ait-Belgnaoui, 2006 ; Corrieu, 2008 ; Izquierdo, 2009).

Parmi les 56 especes de lactobacilles répertoriées, 21 ont été trouvées chez I’homme.
Par ailleurs, Les principaux lactobacilles ayant des effets bénéfiques sur la santé humaine
sont Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus johnsonii Lal, Lactobacillus casei
Shirota, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus plantarum 299v et Lactobacillus
casei DN-114 001. De nombreuses autres souches ont montré des effets intéressants in
vitro qui n’ont pas toujours été validés par des études cliniques (Gill, 1998 ; Izquierdo,
2009).
- Le genre Streptococcus.

Les cellules de streptocoques sont des coques ou coccobaciles chimio-
organotrophes, généralement groupées en paires et surtout en chaines, de longueur variable
(Corrieu et Luquet, 2008). L’espece thermophile Streptococcus thermophilus se différencie
par son habitat (lait et produits laitiers), par son caractére non pathogene et ses propriétés
probiotiques et technologiques (Guiraud et Rodec, 2004 ; Iyer, 2010).

- Le genre Bifidobacterium.

Les bifidobactéries sont des batonnets aux formes variées (bifide ou ramifi€) dont la

plus caractéristique est une forme en Y. Ce sont des Gram(+), immobiles, non sporulées,
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Figure 12: Schéma montrant les compartiments de ’appareil digestif de
I’homme (Ouwehand et Vesterlund, 2003).

Tableau 8: Les facteurs influencant la microflore intestinale (Holzapfel et al., 1998).

Groupe de facteurs

Type de facteurs

Facteurs

médiés par

-pH, secrétions (immunoglobulines, bile, sels, enzymes)-Motilité
(péristaltisme) -Physiologie (variable selon les compartiments)

-Cellules détachées, mucines, exsudats de tissus.

I’hote
Facteurs -Adhésion et Motilité-Flexibilit€és  nutritionnelles-Spores,
microbiens capsules, enzymes, composants antimicrobiens-Temps de
génération.
Interactions * Synergie -Coopération métabolique -Excrétion de vitamines et
microbiennes facteurs de croissances-Changement du potentiel redox, pH,

tension d’O,.

» Antagonisme/ Stimulation -Acides gras courte chaine, amines

-Changement du potentiel redox, pH et tension d’O,-
Composants antimicrobiens, sidérophores -Besoins nutritionnels,
etc...

Régimes alimentaires

-Composition, fibres non digestibles, médicaments, etc...
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Figure 13: Les Fonctions de la flore intestinale sur la muqueuse intestinale (O'Hara et

Shanahan, 2006).
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Tableau 9: principales souches probiotiques (Shah, 2007).

Bactéries lactiques Bactéries non Levures

Lactobacillus

Bifidobacterium

Autres bactéries

Lactiques

l.acidophilus
2. amylovirus
3. brevis

4. casei

5. cellobius
6. Crispatus
7. curvatus
8.delbrueckii
9. farciminis
10.fermentum
11. gasseri
12.gallinarum
13. helveticus
14. johnsonii
15. paracasei

16. plantarum

1. adolescentis
2.bifidum
3.breve
4.infantis
S.animalis  subsp
lactis
6.laterosporus

7. longum

8. thermophilum

1.Enterococcus
faecalis
2.Enterococcus
faecium
3.Lactococcus
lactis
4.Leuconostoc
mesenteroides
5.Pediococcus
acidilactici
6.Sporolactobacillus
inulunis
7.Streptococcus
diacetylactis
8.Streptococcus

intermedius

1. Bacillus sp

2. Escherichia coli
(souche Nestlé)

3.Propionobacterium

Freudenreichii

1.Saccharomyces

Boulardii

17. reutrei 9.Streptococcus
18.rhamnosus Thermophilus
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non productrices de gaz, anaérobies strictes (sauf quelques especes), catalase(-) (excepté B.
indicum et B. asteroides), hétérofermentaires et saccharolytiques, ayant un pourcentage de
bases G+C compris entre 55 et 67%, et dont la composition de leurs peptidoglycanes est
tres variable.

Leur température de croissance varie respectivement de 36 a 38°C et de 41 a 43°C et
a des valeurs de pH comprises entre 6,5 a 7. Plus de 30 especes sont maintenant connues,
dont 10 ont été isolées chez I’humain. Les especes les plus utilisées comme probiotiques
sont Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 et Bifidobacterium longum (Dong et al.,

2000).

1.2.2.2.2. Levures (Saccharomyces boulardii).

La production d’aliments ou de boissons fermentés n’a, jusqu’alors, jamais fait appel
a S. boulardii. Or, il s’avere d’une part, que cette levure peut servir, d’apres le brevet
déposé, a la production de tels aliments et d’autre part, qu’elle possede des propriétés
probiotiques intéressantes.

En effet, ce microorganisme est employé€, depuis fort longtemps, comme médicament
probiotique a effet antidiarrhéique (spécialité Ultra-Levure). De plus, il a été mis en
évidence que S. boulardii est un médicament efficace contre certaines maladies humaines

et notamment pour la colite pseudo-membraneuse et I’amibiase (Ouwehand et al., 2002).

1.2.2.3. Les criteres de sélection des probiotiques.

Afin d’étre conforme a la définition des probiotiques, les microorganismes doivent
survivre, étre actifs et persister temporairement dans le tractus digestif, mais ils doivent
aussi procurer des effets positifs chez 1’hdte. Or, toutes ces propriétés sont propres a
chaque souche et ne peuvent étre extrapolées d’une souche a une autre au sein de la méme
espece (AFSSA, 2003). Les microorganismes potentiellement probiotiques doivent donc
étre sélectionnés selon les criteres de sécurité, fonctionnels et technologiques (Mattila-
Sandholm et al., 1999 ; Saarela et al., 2000).
1.2.2.3.1. Criteres de sécurité.

La souche candidate au statut de probiotique doit étre :

- destinée pour ’usage humain et d’origine humaine (isolée du tractus intestinal d’un
homme sain) ou alimentaire (utilisée dans les produits fermentés).
- déposée dans une collection de cultures reconnue internationalement

- caractérisée par des techniques phénotypiques et génotypiques
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- historiquement non pathogene et don ¢ avoir le statut « GRAS » (Generally Recognised
As Safe).

- dépourvue de déconjugaison excessive des sels biliaires au risque d’induire des lyses
cellulaires

- dépourvue de transmission possible de genes de résistance aux antibiotiques

- incapable de dégradation excessive du mucus

1.2.2.3.2. Criteres fonctionnels.
La souche candidate au statut probiotique doit posséder les caracteres suivants :
- tolérance a I’acidité et aux enzymes gastriques
- tolérance a la bile et aux enzymes intestinales
- adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus gastrointestinal
- immuno-stimulation
-production de substances antimicrobiennes (acides, H,O,, bactériocines,...) et
antagonisme vis-a-vis des pathogenes

- effets sur la santé documentés

1.2.2.3.3. Criteres technologiques.
- stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini.

- conservation des propriétés probiotiques apres production.

1.2.2.4. La dose recommandée.
La dose conseillée de consommation de probiotiques est de 10”2 10" bactéries/jour
afin d’avoir en général 10® 2 10° bactéries vivantes accédant au duodénum et capables

d’exercer leurs effets (Sanders et Huisin’t Veld, 1999 ; Goldin et al., 1992).

1.2.2.5. Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé.

Plusieurs effets bénéfiques sur la santé associés a la consommation des probiotiques
ont été documentés et rapportés dans la littérature (fig. 14) (Ouwehand et al., 2002;
Tamboli et al., 2003; Bernardeau et al., 2006; Doron et Gorbach, 2006; Ljungh et
Wadstrom, 2006; Da Cruz et al., 2010).

Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés selon les souches, tout
en notant qu'il n'y a pas une souche probiotique en mesure de fournir tous ces avantages

réunis (Gill et al., 2000; Shah, 2007) (tableau 10, fig. 14)
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Les bifidobactéries, les lactobacilles, ainsi que certains entérocoques, streptocoques et
bactéroides, sont les plus distinguées par leurs effets bénéfiques sur la santé de 1’hdte, tels
que I’amélioration de la maturation et de I’intégrité de I'intestin et la modulation de la

fonction immunitaire (Gershwin et Schiffrin, 2002; Schiffrin et Blum, 2002 ; Rastall,
2004).
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Figure 14: Présentation des effets bénéfiques des probiotiques sur la santé

(Saarela et al., 2000).
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Tableau 10: Effets bénéfiques sur la santé humaine de quelques souches

probiotiques commerciales (Prioult, 2003)

Souche Producteur | Produit Effet observé chez I’humain
Lactobacillus rhamnosus GG | Valio dairy | Yaourts a  boire | Prévention et traitement des allergies
(finlande) Yaourts Stimulation de la production d1L-10
Capsules Diminution de I’incidence des diarrhées
Diminution des diarrhées a rotavirus
Lactobacillus Johnsonii | Nestlé Yaourts a boire Inhibition  du  développement  de
Lal(Lil) (suisse) Yaourts helicobactere pylori
Stimulation de I’activité phagocytaire
Lactobacillus Casei shirota Yakult Yaourts a boire Augmentation des D’activité des cellules
(japon) Laits fermentés NK
Diminution des diarrhées a rotavirus
Lactobacillus  Acidophilus | Rhodia Yaourts, Diminution des diarrhées infantiles
NCFM (USA) Laits fermentés Facilite la digestion du lactose
Formules infantiles
Capsules
Lactobacillus Plantarum | Proviva Jus de fruits Prevention des maladies cardiovasculaires
299y (suede)
Lactobacillus Casei DN- | Danone Yaourts a boire Stimulation de I’action d’IgA
114001 (France) Diminution de I’incidence des diarrhées
Bifidobacterium lactis Bb12 | Cht-hansen | Formules infantiles Stimulation de l’action d’IgA et de
(USA) I’activité
phagocytaire
Diminution de I’eczema atopique
Stimulation de la croissance des bébés
Modulation de la composition de la flore
Prévention des diarrhées a rotavirus
VSL3(melange de 7 | CSL Capsules Prévention de la pouchite et de ses
souches) : (Italie) rechutes
L casei, L. plantarum,
L acodophilus, L bulgaricus,
B. longum, B. breve,
B. infantis, S thermophilus
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1.2.3. Les prébiotiques.

1.2.3.1. Définition.

Un prébiotique est : «un ingrédient alimentaire non digestible qui produit un effet
bénéfique chez I’hdte en stimulant de maniere sélective la croissance et/ou l’activité d’une
ou plusieurs espece(s) bactérienne(s) dans le célon » (Roberfroid, 1998).

Comparés aux probiotiques qui introduisent des bactéries exogenes, les prébiotiques
modulent la composition de 1’écosysteme naturel, en privilégiant les microorganismes
exercant un effet positif (bifidobactéries et lactobacilles) (Roberfroid, 2001). Les effets

bénéfiques des prébiotiques chez ’homme sont reportés au tableau 11.

1.2.3.2. Principaux prébiotiques.

Parmi les nombreux candidats prébiotiques, les plus connus et étudiés sont les
fructanes (fructo-oligosaccharides ou FOS, oligofructose et inuline) et d’autres oligosides
de galactose et transgalactose (GOS et TOS). Le lactulose, Certains amidons résistants et
des sucres alcools ainsi que d’autres glucides comme (xylooligosaccharides,
isomaltooligosaccharides, glucooligosaccharides, etc.) pourraient aussi avoir des propriétés

prébiotiques (Tableau 10) (Schulze et Zunft, 1991; AFSSA, 2003)

1.2.3.2.1. L’inuline et les fructo-oligosaccharides.
Jusqu’a présent, I'inuline et 1’oligofructose (fig. 15) sont de loin les prébiotiques les

plus étudiés, tant du point de vue nutritionnel que technologique (Roberfroid, 1997).

L’inuline est un mélange d’oligomeres et de polymeres de B (2-1) fructose, avec
(DP= 2 a 60), et dont sa structure peut étre représentée par la formule GFn « G : unité
glycosyl, F: unité fructosyl, n: nombre des unités fructosyl liées » (De Leenheer et al.,
1994; Tournié, 2006). Il y a souvent une molécule de glucose liée en a (1-2) a I’extrémité
de chacune de ces chaines de fructose, mais 1’inuline contient aussi des chaines ou elle est

absente (Coussement et al., 2001)

Les racines de chicorée Cichorium inrybus (>70% inuline), sont celles les plus
utilisées pour sa production industrielle, qui comporte une extraction a I’eau chaude, suivie
du raffinage par des échangeurs d’ions, puis de 1’évaporation et du séchage par atomisation

(De Leenheer, 1996; Pool-Zobel, 2005; Roberfroid, 2005). Ce prébiotique

40 Chapitre I: Revue bibliographique



B.Moussaoui (2013). Fibres de caroube, croissance et survie de souches bénéfiques sur lait écrémé. Mag.Hyg. Séc.Alim.Univ.Mosta.

Tableau 11: Exemples de composés prébiotiques commercialisés (Grizard et

Barthomeuf, 1999 ; Franck, 2002)

Prebiotiques Nom Structure Fournisseur
oligofructoses Raftilose® | Fru-Frun + Orafti (Belgique)
Glc-Frun
fructooligosaccharides Actilight® | Glc-Frun Beghin Meiji
Industries (France)
galactooligosaccharides | Oligomate® | Glc-Galn Yakult (Japon)
lactulose MLS-50® Gal-Fru Morinaga (Japon)
oligosaccharides de soja | Soya-Oligo | Galn-Glc-Fru | Calpis (Japon)
isomaltooligosaccharides | IMO 900 Glen Showa Sangyo
(Japon)
glucooligosaccharides Bioecolia® | Glen Solabia (France)
mannooligosaccharides | Bio-MOS® | Mann Alltech
Biotechnology
(USA)
xylooligosaccharides Xylo-oligo | Xyln Suntory (Japon)
[GF] [Fm]
o H
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(Bryan, 2000)

Figure 15: Structure du sucrose (GF), de ’inuline (GFn), de I’oligofructose (Fm)
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est fabriquée depuis une décennie par Orafti et Cosucra (Belgique) et plus récemment aussi
par Sensus (Pays-Bas), et il est disponible sous forme de poudre blanche, inodore, et

légerement (10%) ou pas du tout sucrée. (Ziar, 2007)

Les fructooligosaccharides (FOS) ou oligofructoses (OF) sont des oligosaccharides de
fructose reliés par des liaisons B (2-1) avec un (DP=2 a 10), sont issus de la dégradation de
I’inuline ou présents tels quels dans les végétaux (Hoebregs, 1997; Femia et al., 2002).

Ils peuvent étre obtenus par I’hydrolyse enzymatique partielle de 1’inuline de
chicorée, éventuellement suivie d’un séchage par atomisation, pour donner 1’oligofructose
en GFn et Fm avec (n =2 a 7) (Bornet, 1994 cité par Ziar 2007 ; Coussement et al., 2001 ;
Guarner, 2005), ou bien synthétisés a partir de saccharose en recourant a une fructosyl-
transférase sous forme (GFn) avec (n=2 a 4) (Bornet, 1994 cité par Ziar 2007 ; Niness,

1999 ; Guarner, 2005)

L’oligofructose est beaucoup plus hydrosoluble que I’inuline (pres de 80% dans I’eau
a température ambiante), et a 1’état pur-il a une saveur sucrée d’environ 35% par rapport au
saccharose. Il se présente sous forme de poudre ou de sirop incolore visqueux (75% de

matiere séche) (Ziar, 2007).

L’inuline et les fructo-oligosacchandes se trouvent en quantité appréciable chez une
grande variété de plantes y compris les céréales, les 1égumes et les fruits: blé, asperge,

oignon, ail, poireau, artichaut et banane (Van Loo et al., 1995).

En plus de leur rdle prébiotique, ces substances sont capables de moduler
potentiellement les parametres immunitaires au niveau du tissu lymphoide associé au tube
digestif, et peuvent €tre utilisés, soit pour leurs avantages nutritionnels, soit pour leurs
propriétés technologiques (gélifiants, liants, principaux ingrédients des préparations
allégées) (Coussement, 1996 ; Walter, 1999 ; Watzl et al.,, 2005). Or, les fructanes issus
d’inuline ont une action anti-cancérogene bien définie surtout au niveau colorectal (tableau

12) (Pool-Zobel et al., 2002; Pool-Zobel, 2005).

1.2.3.2.2. Les galacto-oligosaccharides (GOS).
Les galacto-oligosaccharides (GOS), également appelés oligosaccharides trans-

galactosylés, sont fabriqués a partir de lactose a I’aide d’une 3-galactosidase. Ils
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Tableau 12: Effets positifs des prébiotiques sur la santé (Bornet et al., 2002 ; Franck,
2002 ; AFSSA, 2003)

Evidences scientifiques fortes

Effets

Mécanismes impliqués

faible valeur calorique

-non digestibilité et fermentation colique complete en lactate,
acides gras a chaine courte (acétate, propionate et butyrate)
et gaz (CO,, H,, CHy)

modulation de la flore
intestinale

-fermentation sélective par la flore positive endogene au
détriment de la flore pathogene

amélioration de

la motilité intestinale et
soulagement de la
constipation

-augmentation de la pression osmotique
-production de butyrate fournissant de
colonocytes

-production de gaz

-accroissement de la biomasse bactérienne

I’énergie aux

Evidences scientifiques
Prometteuses

Effets

Mécanismes impliqués

stimulation de
I’absorption
des minéraux et
réduction

des risques
d’ostéoporose

-acidification du milieu améliorant la solubilisation
du calcium et du magnésium

effet hypolipidémique,
effet hypoglycémique et
prévention du diabete

-production d’acétate et de propionate modulant la lipogenese
hépatique-production ~ de  propionate =~ modulant la
gluconéogenese

hépatique-libération d’hormones intestinales (incrétines)

diminution des diarrhées

-fermentation sélective par la flore positive endogene au
détriment

de la flore pathogene-production d’acides gras a chaine
courte

stimulant 1’absorption d’eau par le colon

diminution du risque du
cancer du cdlon

-modulation du syst¢eme immunitaire via la flore endogene
-production de butyrate régulant la prolifération des cellules
altérées-modulation de la flore positive exhibant une

faible activité enzymatique carcinogénique

prévention des infections
intestinales

-fermentation sélective par la flore endogene positive
-production d’acides gras a chaine courte induisant un
environnement acide-modulation du systeme immunitaire
via la flore endogene
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contiennent un mélange d’oligosaccharides, principalement avec 3 a 6 unités
monomériques, de structure chimique G-Galn dont les unités galactosyls sont

essentiellement liées par des liaisons B(1-6) et B(1-4) (Crittenden et Playne, 1996).

Les GOS présentent une solubilité élevée, une saveur modérément sucrée (30% du
pouvoir sucrant du saccharose), une faible viscosité et une meilleure résistance a
I’hydrolyse acide. Ils ne sont ni hydrolysés, ni absorbés dans I’intestin gréle mais sont
fermentés rapidement dans le cOlon proximal; en particulier par les bifidobactéries
(Bouhnik et al., 1997).

IIs sont produits sous forme poudreuse ou en sirops, par les sociétés Yafuh Honsha,
Nissin Sugar et Snow Brand Milk au Japon et Borculo Domo higredients au Pays-Bas. 1l
faut noter que les GOS sont également présents en faible quantité dans le lait de femme

(Kunz et al., 2000).

1.2.3.2.3. Les oligosaceharides de soja.

Contrairement aux autres oligosaccharides non digestibles, les oligosaccharides de
soja; le raffinose et le stachyose, sont obtenus directement de la matiere premiere sans
étape enzymatique, et sont ensuite ajoutés concentrés pour obtenir un sirop visqueux
(Crittenden et Playne, 1996). Non encore présents en Europe et aux Etas-Unis, ils sont, en
revanche, produits au Japon par la société Calpis, et ils sont déja incorporés dans des
boissons et des édulcorants de table (Tuohy et al., 2003).

Dans le gros intestin, le raffinose et le stachyose semblent agir comme facteurs
bifidogenes, lorsqu’ils sont ingérés par des volontaires humains a une dose journaliere de
10g (Hayakawa et al., 1990 ; Bouhnik et al., 2004). Le raffinose a également permis de

réduire le taux de cholestérol sanguin chez les rats (Tortuero et al., 1997).

1.2.3.2.4. Lactulose.

Le lactulose (4-O-B-D-galactosyl-D-fructose) est un disaccharide synthétique dérivé
du lactose par isomérisation, produit notamment par Solvay (Pays-Bas) et par Morinaga
(Japon). Les deux sucres qui le composent sont li€s entre eux par une liaison

glycosidique, le rendant ainsi résistant a I’action des enzymes digestives de I’homme.

Il est treés soluble dans I’eau, ayant un golt sucré, plus que celui du lactose mais

moins que celui du fructose, il est essentiellement utilisé comme produit pharmaceutique,
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son utilisation dans les produits alimentaires pourrait €tre autorisée a 1’avenir (Franck,
2002). A I’instar de sa qualité laxative, il n’est pas digéré dans I’intestin gréle de I’homme

mais il est fermenté rapidement par la microflore du célon (Crittenden, 1999).

Selon Ballongue et al. (1997), I’administration du lactulose a une dose de 20 g/j
pendant 4 semaines chez 1’homme a montré un accroissement significatif du nombre de
bifidobacténes et de lactobacilles, alors que les populations de clostridies et de coliformes

étaient diminuées.

1.2.3.2.5. Autres prébiotiques.
De nombreux autres glucides pourraient revendiquer I’appellation prébiotique :

- certains oligosaccharides au moins partiellement hydrolysés et absorbés dans
I’appareil ~ gastro-intestinal ~ supérieur  (xylo-oligosaccharides,  isomalto-
oligosaccharides, gluco-oligosaccharides, féruloyl-oligosaccharides) (Tuohy et al.,
2005; Yuan et al., 2005).

- Certains amidons résistants et des sucres alcools (Topping et al., 2003; Nugent,
2005).

- Le lactose qui échappe a la digestion dans I'intestin gréle de I’enfant (Schuize et

Zunfi, 1991; Kien, 1996).

1.2.3.3. Criteres de sélection.

Pour répondre a la définition des prébiotiques, les molécules doivent pouvoir
atteindre intactes le cdlon ou elles pourront alors étre fermentées sélectivement dans
I’écosysteme intestinal complexe. Les candidats prébiotiques doivent étre sélectionnés
selon des criteres de sécurité, fonctionnels et technologiques (Franck, 2002 ; AFSSA,

2003).

a) Criteres de sécurité :

- produits ou organismes a I’origine de I’ingrédient parfaitement caractérisés (isolé d’un
produit végétal, animal ou microbien, ou d’un ingrédient produit par synthese chimique ou
microbienne).

- procédé d’obtention parfaitement décrit

- identification et caractérisation des molécules actives

- identification des microorganismes ciblés pour la fermentation
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- pas de production excessive de gaz

b) Criteres fonctionnels:

- non digestibilité et non assimilation dans la partie supérieure du systéme gastro-intestinal

- fermentescibilité dans le colon de fagon sélective par un nombre limité de bactéries
potentiellement favorables

- capacité a altérer la composition de la microflore colique en faveur d’une flore
potentiellement plus saine

- induction éventuelle d’effets systémiques qui peuvent étre positifs pour la santé de I’hote.

¢) Criteres technologiques:
- pas de modification de I'ingrédient au cours des transformations et du stockage des

préparations.

1.2.4. Les synbiotiques.

Le synbiotique a d’abord été défini par Gibson et Roberfroid en 1995 puis validé par
I’ AFSSA en 2003 : « Un composé synbiotique est un produit qui contient a la fois un (des)
probiotique(s) et un (des) prébiotique(s) ». Par ailleurs, et d’une facon générale pour tous
les synbiotiques, les mémes considérations de caractérisation, sécurité d’emploi et
démonstration d’effets bénéfiques que celles utilisées pour les probiotiques et les
prébiotiques doivent étre appliquées (AFSSA, 2003)

Un synbiotique n’est pas une symbiose entre deux organismes, mais une synergie
entre un prébiotique et un probiotique. C’est pourquoi nous avons choisi d’écrire en

francais « synbiotique » plutdt que « symbiotique » (Tredez, 2008).
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Chapitre 11 : Matériels et méthodes.

II.1. Nature et origine des souches.
I1.1.1. Les bactéries lactiques.

Le mélange de ferment lactique comportant Streptococcus thermophilus (a 99%) et
Lactobacillus delbruekii ssp bulgaricus (a 1%) de référence CK-340 conditionné sous

forme lyophilisée est fourni par CHR Hansen (Danemark).

I1.1.2. Les souches bénéfiques.

Elles sont représentées par les souches suivantes :

- Bifidobacterium animalis subsp lactis : Bb12: il s’agit d’une souche de référence a
statut probiotique reconnu mondialement provient de chez CHR Hansen
(Danemark).

- Lactobacillus rhamnosus : LBRE-LSAS : c’est une souche (issue de la collection

de notre laboratoire LMBAFS, université de Mostaganem).

I1.2. Vérification de I’identité des souches.

L’identité des souches a été vérifiée sur la base de caracteres morphologiques et
biochimiques : la catalase, du profil fermentaire et du Gram.
- L’étude morphologique est portée sur 1’observation macroscopique qui consiste a décrire
les colonies obtenues sur milieu solide apres incubation (taille, pigmentation, contour,
aspect,...) et apres coloration de Gram, I’examen microscopique permet de déterminer la
morphologie des cellules bactériennes (taille, forme et mode d’association).
- La recherche de la catalase
La technique consiste a prélever une partie de colonie et a I’émulsionner dans une goutte
d’eau oxygénée (H,0,). Une réaction positive est révélée par le dégagement de bulles

gazeuses : 2 H,O, +catalase = 2 H,O + O,

I1.3. Préparation de la poudre de gousses et extraction des fibres de caroube.
Les gousses mures de caroube sont récoltées en novembre- décembre 2012 dans la
région de sebt beni chaib (commune de bordj bonaama de la wilaya de Tissemsilt. Elles ont

la méme couleur (brune foncée) et une taille et forme similaire.
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Apres nettoyage, les gousses sont fragmentées, débarrassées de leurs graines puis
séchées a I’étuve a 103° pendant 24h. Ces fragments sont ensuite finement broyés pour
donner des particules de 1mm de grandeur.

La poudre est soumise a une double extraction aqueuse (rapport eau /poudre:
(4/1:P/V) (Biner et al., 2007; Wursch, 2012) a chaud (60°C/15mn et 110°C/30mn), suivie
d’une filtration a travers la gaze et d’un lavage. Ce protocole est répété 3 fois, et le 3eme
gateau est séché puis affiné a une taille de particules comprise entre 0,2 et 0,6 mm
(Wursch, 2012).

Le principe de cette méthode est d’exploiter la composition de pulpe de caroube
riche en « sucres simples et fibres mais pauvre en protéines et en lipides » d’un coté, et
« I’hydro-solubilité » de ces constituants d’un autre coté, afin d’obtenir un extrait riche en
fibres.

L’eau chaude permet de solubiliser la majeure partie des sucres simples et tanins
hydrolysables qui représentent la fraction dominante non fibre de la farine de pulpe, tandis
que les fibres de caroube, caractérisés par leur forte insolubilité, restent en suspension pour

étre récupérées par filtration.

I1.3.1. Analyse de I’extrait.

I1.3.1.1. Dosage des fibres brutes (cellulose brute).
Le dosage des fibres brutes est réalisé par la méthode de Henneberg et Stohmann (1860)
cité par (Gaouar, 2011) appelée aussi la méthode Weende en utilisant un extracteur des

fibres brutes FIWE-VELP SCIENTIFICA (fig. 16).

I1.3.1.1.1. Principe.

Le principe de ce dosage consiste a traiter I’échantillon a analyser successivement
avec de I’acide sulfurique et de la potasse. L hydrolyse acide/ basique (a chaud) permet de
solubiliser la quasi-totalité du contenu cellulaire a I’exception des fibres alimentaires et des

sels minéraux.
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Figure 16: appareil extracteur de fibres

11.3.1.1.2. Mode opératoire

- Préparer deux solutions : I’'une d’acide sulfurique a 1,25 % et I’autre d’hydroxyde de
potassium (KOH) a 1,25 % ;

- introduire dans un creuset 1g d’échantillon séché et broyé puis ajouter 150ml de H2SO4 a
1,25% ;

- apres préchauffage et juste au début de 1’ébullition, ajouter trois gouttes de N -octanol
comme agent anti-mousse et compter exactement 30min ;

- vidanger I’acide sulfurique tout en lavant trois fois avec 30ml d’eau distillée chaude ;

- ensuite ajouter 150 ml de KOH a 1.25 % ; préchauffer, ajouter 3 gouttes de N-octanol et
compter encore une fois 30 min;

- procéder a un deuxieme lavage trois fois avec 30 ml d’eau distillée chaude ;

-effectuer un dernier lavage avec de 1’eau distillée froide (30 ml) ;

-la dernicre étape consiste a rincer les résidus contenus dans les creusets 3 fois avec 25 ml
d’acétone ;

- introduire les creusets dans une étuve réglée a 105°C pendant une 1h jusqu’a I’obtention
d’un poids constant (M2); ce poids représente les fibres brutes plus la teneur en cendres par
rapport au poids initial ; c’est pour cela qu’il est nécessaire de poursuivre 1I’opération en
placant les creusets dans un four a moufle a 550°C jusqu’a ce que la couleur des résidus
devienne blanc grisatre ;

- laisser les creusets refroidir dans un dessiccateur et peser (M3).
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-La teneur en fibres brutes est calculée par la formule:

F % = (M2 -M3) x 100

I1.3.2. Propriétés physicochimiques de I’extrait.
I1.3.2.1. Mesure du pH.
Le pH est déterminé potentiométriquement avec un pH-metre en utilisant une

solution de fibre a 10% (P/V) (Miguel et belloso, 1999).

I1.3.2.2. Détermination de la capacité de gonflement (Swelling Capacity = SC).

200 mg de I’extrait de fibres est hydraté dans 10 ml d’eau distillée contenant 0,02%
d’azide de sodium comme agent bactériostatique, dans un tube gradué (1,5cm de diametre)
(Cheickna et Zhang, 2011). Le tube est placé dans 1’étuve a 25°C pendant 18h, apres
équilibrage le volume de lit est enregistré et exprimé en ml/g d’extrait (Robertson et al,

2000; Cheickna et Zhang, 2011) :

volume occupé par I'echantillon

= ; ml eau / g extrait
poids sec de 1 echantillon original ( g )

II. 3.2.3. Détermination de la capacité de rétention d’eau (Water Holding Capacity =
WHC).

On hydrate 1g d’extrait de caroube dans 30ml d’eau distillée contenant I’azide de
sodium a 0,02% comme agent bactériostatique. L.’hydratation est maintenue pendant 18 h,
ensuite le surnageant est éliminé et le culot est récupéré pour étre pesé (Cheickna et Zhang,
2011).

Par la suite, le culot est séché a 110°c, et re-pesé pour exprimer le WHC en g eau/ g

extrait sec (Robertson et al, 2000; Cheickna et Zhang, 2011):

WRC poids frais de résidu(P1) - poids sec de résidu(P2) ( wg échantillon)
= eau/g échantillon
poids sec de résidu(P2) g g

I1.3.2.4. Détermination de la capacité de liaison d’eau (Water Binding Capacity =
WBCO).
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1g de I’extrait est hydraté dans un tube de centrifugeuse contenant 30 ml d’eau
distillée avec 0,02% d’azide de sodium (agent bactériostatique) (Cheickna et Zhang, 2011).
Apres équilibrage a I’étuve (25°/18h), I’échantillon est centrifugé a 3000g/20min puis pesé
apres élimination du surnageant (P1) (Cheickna et Zhang, 2011).
Il est ensuite séché a 105°/24h et pesé une deuxieme fois (P2) (Robertson et al, 2000;

Cheickna et Zhang, 2011). La capacité de liaison d’eau est donnée par la formule suivante:

WBC = poids frais de résidu(P1) - poids sec de résidu(P2) ( we échantillon)
B poids sec de résidu(P2) g caulg echiantrion

I1.3.2.5. Détermination de la capacité de rétention d’huile (Oil Holding Capacity =
OHC).

Un échantillon de poudre de pulpe de caroube de 250 mg est mélangé
vigoureusement avec 25 ml d’huile d’olive commerciale, puis laisser a 1’étuve a 25°/1h.
(Miguel et belloso, 1999; Ruth et al., 2012).

Apres centrifugation le résidu est pesé et ’OHC est exprimé en g huile/g échantillon

(Miguel et belloso, 1999; Cheickna et Zhang, 2011 ; Ruth et al., 2012).

poids de résidu centrifugé — poids sec de résidu

OHC =

(g huile/g echantillon)

poids sec de résidu

I1.4. Préparation du lait et choix des concentrations utilisées.

Le lait écrémé (0% maticre grasse) reconstitué a raison de 10% (P/V), a été distribué
a raison de 10ml dans des tubes a essai contenant préalablement des concentrations
croissantes de fibres (0,5 ; 1; 1,5 et 2% : P/V) avant d’€étre pasteurisé dans un bain Marie a
une température de 92°C pendant 5 min (Sodini et al., 2002). Le lait ne contenant pas de
fibres constitue le témoin dans cette expérience.

Les concentrations de fibres sont choisies selon les travaux de Shin et al (2000) pour
0,5%, Sendra et al (2008) pour 1%, Fernandez-Lopez et al (2004) pour 1,5%, et de Ayse et
al. (2004) pour la concentration de 2%.

IL.5. Les milieux de cultures utilisés et les conditions de croissance.
Tous les milieux sont préparés avec les composants appropri€s, pour €tre ensuite

autoclavés a 121°C pendant 15 min.
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- Milieu MRS (De Man, Rogossa et Sharpe) (De Man et al., 1960)

GlUCOSE. ettt e 20g
PePLONe ..ot 10g
Extraits de viande de boeuf ... 8g

Acétate de sodium, 3HyO ..o, 5g

EXtraits de IeVUIe ......o.vinii i 4g
KOHPO, o 2g

Citrate d’ammONIUM . .........iuuitit e 2g
MESOy, THaO oo 0.2¢g
MnSOy4, AHo0 oo 0.05g
HoO o 1000ml
TWEEN B0 ..ot Iml
PH 6.5£0.2

IL.5.1. Les ferments lactiques.

La mise en culture des ferments lactiques a été faite dans le milieu MRS (De Man,
Rogosa et Sharpe, 1960) liquide. (Dave et shah, 1996).
Ce MRS bouillon acidifié a pH 5.2 et solidifié par I’ajout de 10g/1 d’ Agar-Agar a été utilisé
pour dénombrer la souche Lactobacillus bulgaricus (Saxelin et al., 1999). Cependant,
Streptococcus thermophilus est dénombrée sur milieu ST ajusté a pH= 6,8 et additionné
d’une solution de pourpre de bromocrésol a 0,5% (V/V), et solidifié par 12g d’agar agar
(Dave et shah, 1999).

I1.5.2. Les souches bénéfiques.

Le MRS bouillon a pH 5.2 est utilisé pour cultiver Lactobacillus rhamnosus, alors
que la culture des bifidobactéries, est faite dans le méme milieu modifié par addition de
5g/l de lactose et 0.5g/1 de chlorydrate de cystéine, c’est le MRS-L (Sykes et Skinner,
1973)

La gélose MRS acidifiée a pH 5.2 et additionnée de 50mg/l de vancomycine est
choisi pour le dénombrement de Lactobacillus rhamnosus (Saxelin et al., 1999).

Le dénombrement des bifidobactéries est effectué dans le milieu MRS lactosé
cysteiné additionné d’Agar-Agar (2 raison de 10g/l), 3g de chlorure de lithium, 2g de
propionate de sodium et 5Sml d’acide propionique qui est le MRS-LP (Vinderola et
Reinheimer, 1999)

- Dilution simple (DS) (Nebra et Blanch, 1999)

PEPLONE ... e 1g
NACT . 8.5¢g
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L-cystéine HClL... ... 0.05g
HoO o 1000ml
PH o 7.0£0.2

- Milieu ST (streptococcus thermophilus Agar) (Dave et shah, 1996)

71 70 ) 1 10g
N8 1 (01 S5g
EXtrait de 18.VUIC. ..ottt S5¢g
KOHPO e 2g
Ho O 1000ml
PH . o 6,8+0,1

Les conditions de croissance, et la nature des milieux de cultures des différentes souches

utilisées sont récapitulées dans le tableau 14 :

Tableau 13 : Les différents types de milieux de culture et les conditions de croissance.

Souches Nature des milieux Temps et température
d’incubation
Streptococcus MRS bouillon pH 6,8 (Dave et shah, 1996). 37°C/24h en aérobiose
thermophilus ST gélosé pH 7.1 (Terzaghi et sandine, 1975). 37°C/72h en aérobiose
Lactobacillus bulgaricus MRS bouillon pH 6,8 (De Man et al., 1960) 42°C/24h en anaérobiose

MRS-ac gélosé pH 5.2 (Dave et Shah., 1996) 42°C/72h en anaérobiose

Bifidobacterium animalis

subsp lactis Bb12

MRS-L bouillon pH 5,2(Sykes et Skinner, 37°C/24h en anaérobiose

1973)

MRS-LP gélos¢ pH 6.8 (Vinderola et 37°C/72hen anaérobiose

Reinheimer, 1999)

Lactobacillus rhamnosus

LbRE-LSAS

MRS bouillon pH 5.2 (De Man et al., 1960) 42°C/24h en anaérobiose
MRS-vancomycine pH 5.2 (Saxelin et al., 1999)  42°C/72h en anaérobiose

II.6. La culture des deux ferments lactiques (Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus bulgaricus) en présence d’une souche bénéfique.

De jeunes cultures de 24h de starters et de souches bénéfiques sont lavées et ajustées

2 une concentration cellulaire approximative de 10° 2 10’ UFC/ml. Ces cultures vont servir

d’inoculum pour les échantillons de lait stérile a raison de 3% (V/V), dont le rapport entre

le ferment mixte (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) et les souches

bénéfiques est de (1-1).
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Les tubes de lait stérile sont ensemencés puis incubés a 37°C en aérobiose jusqu’a
apparition de coagulation, et la fermentation est stoppée volontairement a pH 4,7 par
refroidissement des échantillons. Les laits ainsi fermentés sont conservés a +4°C pendant
28 jours.

Chaque manipulation est conduite en triple et répétée 3 fois.

I1.7. Détermination de la cinétique de croissance.

Un prélevement d’échantillon de lait de 1ml est effectué a des intervalles de 2 h a
partir du démarrage (0 h) jusqu’a la coagulation du lait (pH 4,7). Le dénombrement des
cellules est effectué apres une série de dilutions au 1/10 dans la solution dilution simple
(DS). L’agitation au vortex permet d’homogénéiser les échantillons prélevés. Le
dénombrement des colonies est effectué sur un aliquot de 100ul que 1’on étale sur boite de

pétri dans laquelle a été coulé le milieu approprié.

e Les vitesses spécifiques maximales de croissance (u max/At) de chaque culture

bactérienne sont calculées selon I’équation donnée par Desjardins et al. (1991).

u max/At = InX,- InX,/ t,-t,

Ou X, et X, représentent les quantités de biomasse accumulées aux temps t; et t; de la
croissance exponentielle, respectivement.
® Le temps de génération (Tg) est calculé comme suit :

Tg=1In2/p (Ln : logarithme népérien.)
I1.8. Détremination de la cinétique d’acidification.
La cinétique d’acidification du lait est suivie par la mesure du pH a des intervalles de
2 h a compter du démarrage (0 h) jusqu’a la fin de fermentation (pH 4,7). Les vitesses

maximales d’acidification (ApH max/At) de chaque culture bactérienne sont calculées

selon I’équation donnée par Desjardins et al. (1991) :

ApH max/At = pH, - pH,/ t,-t;
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Ou pH; et pH;sont les valeurs de pH enregistrées aux temps t; et t, de la phase

exponentielle, respectivement.

I1.9. Détermination de la post-acidification du lait fermenté entreposé a 4°C.
L’évolution de I’acidité post-fermentaire du yaourt au cours de sa conservation a 4°C a été

déterminée par la mesure de son pH chaque semaine durant une période de 28 jours.

I1.10. Détermination de la survie des souches bactériennes dans le lait fermenté
entreposé a 4°C.

La survie des souches bénéfiques et des ferments lactiques a été déterminée chaque
semaine sur un échantillon de 1g de lait fermenté dilué au 1/10 avec une solution stérile de
DS (0.1% de peptone : P/V) permettant le dénombrement des colonies obtenues apres
incubation sur milieu approprié.

Le taux de survie est calculé selon I’équation rapportée par Ustunol et Gandhi (2001) :

Viabilité % = (UFC a la n®™ semaine d’entreposage — UFC initial) x 100

I1.11. Analyse statistique des résultats.

Chaque expérience a été indépendamment réalisée en trois exemplaires et chaque
exemplaire répété trois fois dans un dispositif en randomisation totale et les résultats
obtenus ont été soumis a I’analyse de variance (ANOVA) en utilisant le logiciel Statbox
(V.6.40 copyright Grimmer logiciels 1997-2002 Paris).

La comparaison de moyennes a été réalisée par le test de Student-Newman-Keuls au seuil

de 5% pour comparaison multiple. La différence est considérée significative a P<0.05.

55 Chapitre 11 : Matériels et méthodes



Chapitre 111
Résultats et

Discussion



B.Moussaoui (2013). Fibres de caroube, croissance et survie de souches bénéfiques sur lait écrémé. Mag.Hyg.Séc.Alim.Univ.Mosta.

CHAPITRE III: = RESULTATS ET DISCUSSION.

II1.1. Identification des souches.

Les résultats de 1’observation morphologique macro et microscopique, ainsi que les
tests biochimiques effectués sur les souches lactiques et bénéfiques ont permis de

confirmer que ces especes appartiennent bien a leurs genres spécifiques (fig. 17 et 18).

II1.2. Le rendement d’extraction des fibres de caroube.
L’utilisation de 365g de poudre de pulpe de caroube a donnée 67 g d’extrait riche
en fibres, de couleur sombre et d’une taille <Imm (fig. 19). Le rendement est de I’ordre

de 18,35%.

II1.2.1. Teneurs en fibres brutes de la pulpe de caroube.

Le résultat de dosage des fibres brutes dans la pulpe de caroube obtenu par la
méthode Weende est de I'ordre 22.76 % (P/V). Ce résultat est comparable avec celui
rapporté par les travaux de Mis (2011), qui trouve un taux de 24.8% dans un produit
commercial de fibres de caroube appelé « Carob fiber » et provenant de la société

espagnole (Carob General Application, Valencia).

Selon Walter (1999), la méthode Weende sous évalue le taux réel des fibres en
raison des conditions acido-basiques drastiques d’hydrolyse qui provoquent la
dissolution des substances pectiques, gommes, mucilages, la majeure partie des
hémicelluloses, et environ la moitié de la lignine. Les fibres brutes contiennent donc la
totalité de la cellulose vraie, une fraction variable mais faible de la lignine ainsi que des

résidus d'hémicelluloses (Rerat, 1956; Jarrige, 1970)

La méthode de Prosky et al. (1992) est celle qui a été choisie conventionnellement
par I’organisation AOAC (1999) (Association Of Analytical Chemists) sous le code

(AOAC 985.29), comme la méthode de référence pour doser les fibres alimentaires.
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A) ST B) LB

C) Bbl2 D) LBRE-LSAS

Figure 17: Colonies de Streptococcus thermophilus (A), Lactobacillus delbreukii subsp
bulgaricus (B), Bifidobacterium animalis subsp lactis (C) et de

Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS(D).
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A B

Figure 18 : Observation microscopique de Streptococcus thermophilus (A) et
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus (B) (coloration de

gram) (Grossissement: x100)

Figure 19: Aspect des gousses de caroube (A) utilisées, du broyat de pulpe (B) et de

I’extrait de fibres (C) de caroube obtenus.
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Zunft et al. (2001) ont rapporté que ces fibres de caroube contiennent 50-65% de
lignine et de polyphénols, 15-25% de cellulose, 15-25% d’hémicellulose et 0.5-2% de
pectines. Cependant les tanins représentent 3 a 7%.

Selon Dongowski (2007), I’analyse faite sur I’extrait de fibres de caroube
Caromax (Nutrinova GmbH, Frankfurt/M., Allemagne) préparé a partir de la pulpe de
caroube par extraction aqueuse des gousses débarrassées de leurs graines; a donné la
proportion 83.3% pour les fibres totales, dont 74.7% sous la forme insoluble et 8.6%

sous forme soluble.

IIL.2.2. Les caractéristiques de ’extrait de fibres de caroube.
II1.2.2.1. Le pH.

Dans cette étude, le pH de I’extrait de fibres de caroube est égal a 5,2 +£0,11 ; alors
que celui de la poudre de caroube est de 1’ordre de 5.96. Cependant, si cette poudre est
torréfiée, il va y avoir un abaissement de pH jusqu’a un taux de 4.81 (Yousfi et
Alghzawi, 2000). Cette diminution de pH est attribuée a la caramélisation pendant la
torréfaction ou il ya la formation des sous produits et intermédiaires comme 1’acide
pyruvique (Lee et al., 1990).

Par ailleurs, Miguel et Belloso (1999) rapportent un pH égal a 3.86 pour I’extrait
de fibres d’orange; tandis que Sendra et al. (2008) trouvent la valeur de 3.92 pour ces
dernieres et 3.98 pour I’extrait de fibres de citron.

Salunkhe et al. (1991), affirment que le pH augmente avec la maturation du fruit. En
plus, Primo et Yufera (1979) relient le changement de pH avec la variété, la région et

méme le mode de culture.

I11.2.2.2. Les propriétés d’hydratation des fibres de caroube.
Les propriétés d’hydratation des fibres déterminent, en partie, leur sort dans le

tube digestif (ex.: induction de fermentation), et certains de leurs effets physiologiques

comme le gonflement fécal des fibres a fermentation minimale (Guillon et Champ,
2000)

Le gonflement et la capacité de rétention d’eau donnent une vue générale sur
I’hydratation des fibres, et fournissent des informations utiles sur les aliments

supplémentés en fibres. En outre, ces caractéristiques offrent une meilleure
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compréhension du comportement des fibres dans les aliments, et pendant le transit

intestinal (Guillon et Champ, 2000).

D’apres Auffret er al. (1994), Le gonflement « SC » (swellling capacity) et le
pouvoir de rétention d’eau «WHC» (water holding capacity) des fibres représentent le
volume des fibres hydratées ou bien la quantité d’eau retenue par les fibres sous 1’effet
de la gravité, alors que la capacité de liaison «WBC» (water binding capacity)

représente la quantité d’eau retenue par les fibres sous I’effet de la force centrifuge.

Le gonflement SC des fibres de caroube mesuré dans ce travail est de 3mL/g. 1l
est similaire a celui du riz 3.06 mL/g, mais il est largement inferieur a ceux de la
pomme (9.6mL/g) (Cloutour, 1995) ou de citron 15.7 mL/g (Thibault et al., 1988). Les
capacités de rétention d’eau WHC des fibres de caroube et de riz sont trés proches: 3.31
et 3.84 g/g; mais restent inférieures a celles rapportées pour les fibres de citron (11.2g/g

(Thibault et al., 1988) et de pomme (6.9 g/g) (Cloutour, 1995).

La capacité de rétention WBC de I’extrait de fibres de caroube préparé dans ce
travail (4.19g/g) est similaire a celle rapportée pour les fibres extraites du riz (4.53 g/g).
Les propriétés d’hydratation (SC, WHC et WBC) des fibres sont influencées, d’une
part, par leur composition chimique; puisque les fibres insolubles, telles que les
hémicelluloses et la lignine, ont une affinité pour 1’eau et leur présence augmente les
capacités d’hydratation, et d’autre part, par la granulométrie des particules (Holloway et

Greig, 1984; Ruth et al., 2012).

Dans les travaux contradictoires de Michel et al. (1988) et de Miguel et Belloso,
(1999), 1a WHC a été mesurée en présence de fibres solubles et de pectines.

Le gonflement est directement li€ a la présence de cellulose dans les fibres (Ruth
et al., 2012). En plus de cela, Les processus d’obtention des fibres comme le broyage, le
séchage, le chauffage ou la cuisson peuvent modifier les propriétés d’hydratation de la

matrice des fibres (Thibault et al., 1992)

Les faibles valeurs de SC, WHC et WBC des fibres de caroube, peuvent étre alors
attribuées a leur contenu moyen en cellulose et en hémicellulose ; ainsi qu’a leur

pauvreté en fibres solubles et en pectines.
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La capacité de rétention d’huile ou OHC (oil holding capacity) des fibres de
caroube mesurée dans cette expérience est de I’ordre de 1.52 g d’huile/g fibres. Ce
résultat est analogue a celui trouvé pour les fibres de pulpe de mangue (1 a 1.5g/g)
(Valencia et al., 2007), mais il est, de loin, tres faible par rapport a ceux des fibres de riz
(4.66 g/g) (Cheickna et Zhang, 2011), de peau de citron (5.09 g/g) (Chau et Huang,
2003) ou de peau de mangue (4g/g) (Larrauri et al., 1996).

Sachant que Ferguson et Fox (1978) proclament que les fibres ayant des valeurs
élevées en OHC, sont tres utiles comme agents épaississants ou émulsifiants pour les
produits carnés, les fibres de caroube sont, par conséquent, appropriées pour les produits
ou les propriétés épaississantes et émulsification ne sont pas nécessaires (Valencia et al.,
2007).

Amado (1994) rapporte que I'OHC dépend de la nature de la surface et de la
densité ou 1'épaisseur des particules, de sorte que les particules avec la plus grande
surface présentent théoriquement une plus grande capacité d'absorption et de liaison des

composants de nature huileuse.

I1 a été aussi constaté que les échantillons riches en lignine ont une forte OHC et
qu’il existe une relation directement proportionnelle entre cette OHC et la taille des
particules qui forment les fibres, ainsi que leur contenu en lignine (Cheickna et Zhang,

2011).

II1.3. Effets des différentes concentrations d’extrait de fibres de caroube sur la

cinétique de croissance des souches et d’acidification du lait.

I11.3.1. Effets des fibres de caroube sur la cinétique de croissance des souches.

Les fibres brutes ont été testées a différentes concentrations (0.5, 1, 1.5 et 2%
P/V) dans le lait en fermentation par les starters du yaourt ou ferments lactiques
associés a une souche bénéfique a la fois (soit Lactobacillus rhamnosus notée LBRE-
LSAS, soit Bifidobacterium animalis subsp lactis notée Bbl2), et la cinétique de

croissance de chacune de ces souches a été suivie jusqu’a la coagulation a pH 4.7.
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II1.3.1.1. Croissance des souches impliquées dans la coculture ferments lactiques —

Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS.

II1.3.1.1.1. Croissance de Streptococcus thermophilus (ST) en présence de LBRE-
LSAS et LB.

La quantit¢ de biomasse de la souche lactique Streptococcus thermophilus
enregistrée en absence (témoin) d’extrait de fibres de caroube est 1égerement supérieure
(9.69 log UFC/mL) a celles mesurées en présence de 0.5 (9.47), 1 (9.14) et 2% (9.34
logUFC/mL) de fibres; mais est inférieure a celle avec 1.5% de fibres (10.75
logUFC/mL) (fig. 20).

Des vitesses spécifiques maximales de croissance de 1’ordre de 1.41, 1.20, 1.12,
1.23 et 1.13 h'l, et des temps de génération de I’ordre 0.49, 0.57, 0.61, 0.56 et 0.61h ont
été respectivement enregistrés en absence et en présence de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres
brutes de pulpe de caroube (tableau 14).

Seule la concentration en fibres de 1.5% permet de stimuler la croissance de cette
souche par une augmentation de 10.93% de sa biomasse; soit un gain en croissance de
1.06 log UFC/mL par rapport au témoin.

Par contre, par rapport au témoin, cette souche est plutodt retardée de 0.22, 0.55 et
0.35 log UFC/mL, soit de 2.27, 5.67 et 3.61%, dans sa croissance en présence de 0.5, 1
et 2% de fibres brutes de pulpe de caroube, respectivement.

Dans les quatre cas de figures de présence des fibres, les vitesses spécifiques maximales

de croissance sont diminuées d’un taux qui s’étale de 14.89 a 20.56% (P<0.05).

II1.3.1.1.2. Croissance de Lactobacillus delbreukii subsp bulgaricus (LB) en
coculture avec ST et LBRE-LSAS.

La quantité de biomasse de Lactobacillus Bulgaricus accumulée au cours de la
fermentation du lait en présence de différentes concentrations de fibres brutes de
caroube est plus élevée (comprise entre 8.07 et 9.20 log UFC/mL) que celle enregistrée

en absence de fibres dans le témoin (7,38 log UFC/mL) (fig. 20).
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La méme tendance est notée avec la vitesse spécifique maximale de croissance qui
varie de 1.00 2 1.55h™" dans les échantillons 2 fibres, et qui est égale 2 0.72h" dans le
témoin (tableau 14).

Ainsi, la croissance Lactobacillus Bulgaricus semble étre directement
proportionnelle aux concentrations croissantes de 1’extrait de fibres additionnées au lait;
on remarque une augmentation de 0.69, 1.00, 1.15, 1.82 log UFC/mL, soit une
amélioration significative (P<0.05) de 9.34, 13.55, 15.58, et 24.66%, respectivement.
Successivement, la vitesse maximale de croissance est aussi favorisée de 38.88, 72.22,

76.38% et allant jusqu’au dédoublement par rapport au témoin (P<0.05).

I11.3.1.1. Croissance de Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) en présence des
starters du yaourt (ST et LB).

La biomasse produite par la souche bénéfique Lactobacillus Rhamnosus LBRE-
LSAS en présence de fibres de caroube varie de 9.47 a 10.40 log UFC/mL (fig. 20)
avec des vitesses spécifiques maximales de croissance et des temps de génération
respectifs variables de 1.24 2 1.77 h™ et de 0.39 2 0.55 h.

En revanche, le témoin (lait sans fibres de caroube) affiche une biomasse de
I’ordre de 9.29 log UFC/mL, une vitesse spécifique de croissance maximale de 1.19 h™
et un temps de génération de 0.58h (tableau 14).

Ces observations laissent apparaitre que les fibres brutes de pulpe de caroube ne
perturbent pas la croissance des starters du yaourt et d’une bactérie non originaire du
lait, mais du tube digestif humain, Lactobacillus Rhamnosus LBRE-LSAS.

Cette dernicre est plutot bien stimulée, étant donné que selon la concentration de
fibres de caroube utilisée, le taux d’augmentation de sa biomasse et de sa vitesse de

croissance varie de 1.93 a 11.94% et de 4.20 a 48.73%, respectivement (tableau 14).

I11.3.1.2. Croissance des souches impliquées dans la coculture ferments lactiques-
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12.
I11.3.1.2.1. Croissance de Streptococcus thermophilus (ST) en présence de Bb12 et
LB.
Dans cette combinaison, la biomasse des Streptocoques en absence de fibres
brutes de pulpe de caroube (témoin) atteint 9.34 log UFC/mL a la coagulation du lait.
Dans ces conditions, ces germes se sont développés avec une vitesse spécifique

maximale de croissance de 0.86 h™', et un temps de génération égal 2 0.86 h.
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Cependant, la présence de ces fibres dans le lait en fermentation permet aux
streptocoques d’accumuler une biomasse pas toujours plus élevée que celle du témoin.
En effet, cette biomasse varie selon la concentration en fibres ajoutées de 8.6 a 9.91 log
UFC/mL (fig.21), et a été générée a une vitesse maximale de croissance et un temps de

génération variables de 0.42 2 1.11 h™ et de 1.65 2 0.62 h, respectivement.

Lorsque les fibres de caroube sont présentes au taux de 0.5% dans le lait, il y a
une diminution de la biomasse des streptocoques de 7.92%, calculée en fin de
fermentation, par rapport au témoin sans fibres.

La forte diminution de biomasse enregistrée au cours des deux premieres heures
de fermentation avec 1% de fibres, suivie par une forte reprise de la croissance de cette
souche apres cela exprime une certaine latence de son adaptation a la concentration de

1% de fibres (fig. 21).

Aux taux de 1.5% de fibres et dans la coculture avec Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bbl2 et Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus ST, ne
montre aucune difficulté de croissance dans le lait écrémé ; elle est plutdt stimulée et
présente une vitesse spécifique de croissance augmentée de 29.06% par rapport au

témoin sans fibres (tableau 14).

II1.3.1.2.2. Croissance de Lactobacillus delbreukii subsp bulgaricus (LB) en
coculture avec Bb12 et ST.

La souche Lactobacillus bulgaricus croit pour atteindre une biomasse de 8.73 log
UFC/mL pour le témoin, contre 9.60, 9.24, 8.50 et 8.20 log UFC/mL pour les laits avec
0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres, respectivement (fig. 21).

Dans cet ordre, la vitesse maximale de croissance est 1.05 h'! pour le témoin, et
comprise entre 0.68 et 1.58 h™' pour les échantillons avec fibres; tandis que le temps de
génération est estimé a 0.66 h pour le lait sans fibre, et entre 0.43 et 1.01h pour les laits
avec fibres (tableau 14).

L’effet des fibres de caroube sur ce ferment dans ces conditions de culture
demeure dissemblable. En effet, aux concentrations en fibres de 1.5 et 2%, la biomasse
et la vitesse spécifique de croissance s’éloignent négativement du témoin de 2.63 et

6.07% et de 20 et 35.23% (P<0.05), respectivement.

64 Chapitre I1I: Résultats et discussion



B.Moussaoui (2013). Fibres de caroube, croissance et survie de souches bénéfiques sur lait écrémé. Mag.Hyg.Séc.Alim.Univ.Mosta.

Cependant, ces mémes fibres, utilisées a des concentrations de 0.5 et 1% stimulent
le développement de cette souche en augmentant sa biomasse de 9.96 et 5.84%, et sa

vitesse spécifique de croissance de 50.47 et 29.52 % (P<0.05).

I11.3.1.2.3. Croissance de Bifidobacterium animalis subsp lactis (Bb12) en coculture
avec ST et LB.

L’addition de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube au lait affecte la croissance de
la souche bénéfique Bifidobacterium animalis subsp lactis Bbl2 qui affiche une
biomasse de 9.38, 9.21, 9.84 et 10.15 log UFC/ml (fig. 21) correspondant a des vitesses
spécifiques de croissance maximales de 1.25, 1.15, 1.40 et 1.58 h™' pour des temps de
génération 0.55, 0.60, 0.49 et 0.43h, respectivement.

En revanche, le témoin affiche 9.34 log UFC/ml comme biomasse avec la vitesse
spécifique de croissance maximale de 1.22 h™ et le temps de génération de 0.56 h

(tableau 14).

Cette souche a statut probiotique reconnu, présente un meilleur développement
pour les concentrations de fibres de caroube ajoutées de 0.5, 1.5, et surtout 2% en

comparaison avec le témoin.

Le taux d’amélioration observé a ces concentrations en fibres est de 0.42, 5.08 et
7.98%, lié¢ a la biomasse accumulée et qui est de 1’ordre de 0.04, 0.50 a 0.81 log
UFC/mL. Cela donne des temps de génération réduits de 0.01, 0.07 et 0.13h, et des
vitesses maximales de croissance supérieures de 2.45 (P>0.05), 14.75 et 29.50%
(P<0.05).

Pour le taux de 1% de fibres, on remarque une perte en biomasse de 0.13 log
UFC/mL, c'est-a-dire une diminution de 1.39% par rapport au témoin. Pour cette
proportion de fibres, la vitesse de croissance est ralentit de 5.73% pour avoir un temps

de génération prolongé de 7.14%.

Pour la premiere combinaison (celle incluant la souche LBRE-LSAS), on voit
généralement une amélioration de la croissance en présence de fibres de caroube pour
les 3 souches, bien que la stimulation differe d’une bactérie a une autre selon les

concentrations ajoutées.
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Figure 20: Cinétique de croissance des souches starters (Streptococcus thermophilus ST et
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB) et de la souche bénéfique lactobacillus rhamnosus
LBRE-LSAS en culture mixte (starters + LBRE-LSAS) sur milieu lait. Culture sans fibres (sf) (témoin)
(#®), cultures additionnées de fibres (P/V) a2 0.5% (), 1% (A), 1.5% (@) et 2% (#). Dans toutes les
cultures mixtes, I'inoculum est A une concentration finale de 10’ UFC/mL et utilisé & 3%. Les valeurs
représentent la moyenne (m) de 3 déterminations £SEM répétées 3 fois (three times in triplicate) (n = 9).
TO0=0h; T1 =2h; T2 = temps de coagulation (pH 4,7).
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Tableau 14 : Vitesses spécifiques maximales de croissance (u max en h'); temps de génération (Tg en
h) et temps de coagulation (Tc en h) des cultures associées de starters (mélange de ferments lactiques
CK340) et de souches bénéfiques (Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bb12) en absence (témoin) et en présence de différentes concentrations de fibres brutes de

pulpe de caroube.

Type de culture Lait sans fibres Lait avec fibres (Echantillon)
(Témoin) 0.5% 1% 1,5% 2%
1 max en h'!
CK340+ | ST 1,41 1,20 1,12 1,23 1,13
LBRE- LB 0,72 1,00 1,24 1,27 1,55
LSAS LBRE-LSAS 1,19 1,61 1,77 1,24 1,46
u max en h”'
CK340 + | ST 0,86 0,42 1,18 1,11 0,82
Bb12 LB 1,05 1,58 1,36 0,84 0,68
Bb12 1,22 1,25 1,15 1,40 1,58
Tgenh
CK340 + | ST 0,49 0,57 0,61 0,56 0,61
LBRE- LB 0,96 0,69 0,55 0,54 0,44
LSAS LBRE-LSAS 0,58 0,43 0,39 0,55 0,47
Tgenh
CK340 + | ST 0,80 1,65 0,58 0,62 0,84
Bb12 LB 0,66 0,43 0,50 0,82 1,01
Bb12 0,56 0,55 0,60 0,49 0,43
Tcenh
CK340+ LBRE-LSAS 4h 25mn 4h 4h 4h35mn | 4h45mn
45mn 25mn
CK340 + Bb12 3h 50mn 3h 3h 4h10mn | 4h10mn
50mn 50mn
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Figure 21: Cinétique de croissance des starters (Streptococcus thermophilus ST et Lactobacillus
bulgaricus LB) et de la souche bénéfique Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 en culture mixte
(starters + Bb12) sur milieu lait. Cultures témoin @), cultures additionnées de fibres de caroube (P/V) :
0,5% (M), 1% (A ), 1,5% (@) et 2% (& ). Dans toutes les cultures mixtes, I’inoculum est & une
concentration finale de 10" UFC/mL et utilisé & 3%. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3
déterminations £SEM répétées 3 fois (three times in triplicate) (n =9). TO =0h ; T1 =2h ; T2 = temps de
coagulation (pH 4,7).
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L’effet prébiotique des fibres de caroube est tres clair sur L. rhamnosus avec une
biomasse moyenne accumulée de 10.05 log UFC/mL entre les 4 concentrations testées;
mais moins évident sur les streptocoques et les lactobacilles dont la biomasse est de
I’ordre de 9.67 et 8.54 log UFC, par rapport aux témoins respectifs 9.29, 9.69 et 7.38
log UFC/mL.

Sur le plan de la biomasse accumulée, la 2°Me ombinaison (celle incluant la
Bb12) donnent les moyennes d’essais avec fibres : 9.64, 9.44, 8.88 log UFC/mL pour B.
lactis Bbl2, les streptocoques et les lactobacilles respectivement; par rapport a leurs
témoins respectifs de 9.34, 9.34 et 8.73 log UFC.

Les streptocoques dans la premiere combinaison sont les seules bactéries
affectées négativement par 1’addition de fibres malgré leur plus forte biomasse obtenue

dans les deux combinaisons, soit 10.75 log UFC en présence de 1.5% de fibres.

Dans le deuxieme cas de culture, ces bactéries ne sont également pas perturbées
par la présence de fibres de caroube, mais ne sont que légeérement stimulées par ces
substances puisqu’elles n’affichent que 9.91 log UFC/mL avec 1.5% de fibres dans le
lait.

La comparaison des résultats de cette étude a ceux d’autres auteurs fait apparaitre
que les biomasses streptococciques enregistrées sont 1égerement plus élevées que celles
rapportées (de 9.05 a 9.14 log UFC/MI) par Oliveira et al. (2009) en présence d’inuline,
dont la quantité de biomasse streptococcique en culture mixte est comprise entre 9.05 a

9.14 log UFC/mL en présence d’inuline.

Les résultats de Varga et al. (2006) contredisent quelque peu ceux d’ Oliveira et
al. (2009) car ils ont observé que la présence d'inuline a 1-5% (P/V) n'a pas influencé de

facon significative S. thermophilus.

Dans une publication plus récente, Oliveira et al. (2011) remarquent qu’il ya une
amélioration substantielle de la croissance du ferment S. thermophilus St1342 en

présence d'inuline. Le lactulose, selon ces scientifiques, n’a aucun effet sur cette souche.

Dans ce travail, les quantités de biomasse de Streptococcus thermophilus dans les
deux combinaisons étaient plus élevées que celles de Lactobacillus bulgaricus, cette

observation a également été rapportée par Lanciotti et al. (2004) et Boufadi (2007).
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Ceci est vraisemblablement dii aux caractéristiques industrielles d’origine du mélange
des souches utilisées dans ce travail et qui est numériquement en faveur des
streptocoques qui sont responsables de D’acidification du lait; ce qui garantit aux

utilisateurs un temps de coagulation le plus court possible.

Dans des études similaires, Oliveira et al. (2011) trouve que le lactulose stimule la
croissance de L .bulgaricus, quand a l'inuline, I’amélioration est substantielle. Dans le
méme contexte, I’addition de fibres d’orange et de citron aux laits probiotiques améliore

la croissance des lactobacilles et diminue le temps de fermentation (Sendra et al., 2008)

Quand a L. rhamnosus, elle se développe mieux et avec une vitesse plus grande en
présence de fibres de caroube avec la particularité d’une plus grande efficacité dans

cette stimulation des plus faibles concentrations en ces substances.

Cet effet promoteur de la croissance d’une souche d’origine digestive comme L.
rhamnosus par les fibres brutes de caroube est a considérer d’une maniere critique eut
égard les résultats rapportés par Oliveira et al. (2011) sur le faible effet de I’inuline sur
le développement de L. rhamnosus en coculture avec S. thermophilus; qui affiche le

plus long temps de génération.

Jyoti et al. (2004) avaient également constaté que I’inuline n’arrivait pas a booster
la croissance de L. rhamnosus en monoculture ou avec un cocktail de souches lactiques.
Dans leur commentaire, ces auteurs ont attribué ce résultat, d’une part, a un déficit en
citrate nécessaire pour activer la citrate perméase de ce probiotique suite a sa

métabolisation, et d’autre part, a I’effet de compétition inter-souches pour les substrats.

La souche bifide est stimulée proportionnellement au taux de fibres ajoutées au
lait ensemencé aux starters. Néanmoins, cette stimulation reste relativement moins
intense sur le plan de la biomasse accumulée, mais plus forte sur le plan de

I’acidification du lait, que celle de L. rhamnosus.

Villaluenga et Gomez (2007) rapportent que parmi six souches bifides testées, B.

animalis subsp lactis affiche la meilleure vitesse de croissance et le plus faible temps de
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génération en présence d’oligosaccharides de raffinose. Ces auteurs avaient suggéré que
ces souches ont des caractéristiques techniques intéressantes, en particulier en ce qui
concerne la tolérance a ’oxygene et a l'acide, les rendant adaptées a une utilisation
industrielle dans les produits laitiers fermentés par rapport aux autres especes de
bifidobacteries.

Les facteurs primordiaux influant 1’effet prébiotique des fibres de caroube sur la
croissance bactérienne sont la température d’incubation, la relation ferment-ferment
et/ou ferments-probiotiques, les caractéristiques de la souche, la nature et la dose de
prebiotiques et finalement la dépendance prébiotique- bactérie (Dave et Shah, 1997;

Gopal et al., 2001; Mortazavian et al., 2006; Donkor et al., 2007).

La température d’incubation utilisée (42°C) favorise la croissance des ferments et
conduit a des temps de fermentations plus courts, au détriment des probiotiques qui
affichent des nombres tres faible a 44°c par rapport a leur température optimale (37°C)
a laquelle le temps de coagulation serait plus long (Kneifel et al., 1993; Gomes et

Malcata, 1999; Mortazavian et al., 2006).

Cela s'explique par le fait que les ferments, ayant une activité aminopeptidase et
dipeptidyl-aminopeptidase plus élevée que les probiotiques, disposent d’une quantité
d’acides aminés plus grande, leur conférant une croissance et des activités accrues a des
températures d'incubation plus élevées qui ont comme conséquence une durée de

fermentation réduite (Varnam et Sutherland, 1994; Mortazavian et al., 2006)

En raison de leur faible activité protéolytique, les bactéries bénéfiques poussent
lentement, elles ont besoin de peptides et d’acides aminés libres pour une croissance
optimale, et en particulier les cultures qui ne contiennent pas de souche protéolytique
comme Lactobacillus delbruekii ssp bulgaricus (Klaver et al., 1993; Shihata et Shah,
2000).

Cette symbiose entre les ferments du yaourt a des retombées sur le développement
des souches probiotiques. Selon Ishibashi et Shimamure (1993), les cultures starters
améliorent les conditions de croissance des bifidobacteries par la production de
substances favorables a la croissance des probiotiques ou par la réduction de la pression

d’Oxygene.
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En outre, les travaux de Lim et al. (1995) et de Samona et al. (1996) avaient
montré que les bifidobacteries sont cultivées en association avec les ferments lactiques

afin que leur croissance soit améliorée et que le temps de coagulation du lait soit réduit.

Durant la méme période, Tamime et al. (1995) avaient également constaté qu’une
coculture entre Streptococcus thermophilus et des bifidobacteries permettait a ces
dernieres de tolérer les effets toxiques de 1’oxygene, tout en améliorant leur taux de
croissance.

Par ailleurs, la coculture des bifidobactéries avec les starters du yaourt est profitable
pour les souches bifides qui sont stimulées grace a 1’activité protéolytique de
delbrueckii ssp. Bulgaricus qui met a leur disposition les acides aminés promoteurs de
leur croissance (Dutta et al, 1973; Shankar et Davies, 1976; Singh et al, 1980; Dave et
Shah, 1997).

Shankar et Davies (1976) ont rapporté que B. bifidum pousse mieux en présence de
L. bulgaricus en raison de leur relation symbiotique. Ceci est réaffirmé plus tard par
Singh et al. (1980) et Misra et Kulia (1995), qui trouvent que L. bulgaricus améliore
aussi la croissance des bifidobacteries par son activité protéolytique qui induit une
augmentation de 1’utilisation de certains acides aminés comme la valine, glycine et
I’histidine.

Dans le présent travail, il apparait une relation inversement proportionnelle entre S.
thermophilus et L. rhamnosus d’une part, et entre L. bulgaricus et B. animalis subsp
lactis d’autre part.

Les travaux de Varnam et Sutherland (1994) et Shah et al. (1994) montrent que les
températures élevées déclenchent un antagonisme des L. bulgaricus contre les
probiotiques, en dominant le milieu par la production de grandes quantités d’acide, de
peroxyde d’hydrogene et de bactériocines et aboutir a la suppression des probiotiques.
Ces auteurs citent I’exemple de L. acidophilus qui est inhibée par le peroxyde

d’hydrogene produit par L. delbrueckii ssp. bulgaricus.

Par ailleurs, Dave et Shah (1997) ont rapporté que S. thermophilus exercait un
effet antagoniste sur la croissance des bifidobacteries qui se développent mal en
coculture avec ce levain lactique et ils ont attribué cela au manque d’activité

protéolytique de ce ferment.
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L’effet réciproque des probiotiques sur les starters du yaourt est aussi présent dans
les résultats de Reinheiner et al. (2002), qui montrent que Streptococcus thermophilus

est faiblement inhibée par les bactéries bénéfiques.

La nature du prébiotique joue un rdle primordial dans la croissance des
probiotiques. Cela a été démontré par les résultats de Donkor et al. (2007) qui trouvent
que la croissance des probiotiques pendant la fermentation est améliorée en présence de

I'inuline et de Hi-mais (High-amylose corn starch).

Ozer et al. (2005) ont utilisé avec succes le lactulose et l'inuline en tant que
promoteurs de croissance pour B. bifidum.
L’effet prébiotique des fibres de caroube dépend de leur nature chimique, la

complexité de leur composition et de leurs caractéristiques physiques.

Les principaux constituants des fibres de caroube (cellulose, hémicellulose et
lignine) sont classés comme des composés lentement et partiellement fermentescibles.
En plus, leur faible pouvoir fermentescible est corrélé avec leur caractere d’insolubilité

dans I’eau (Tungland et Meyer, 2002).

Le degré de polymérisation (DP) des constituants des fibres est un facteur
déterminant de I’effet prébiotique. Sur ce plan, Hopkins et al. (1998) ont rapporté que
les GOS et les FOS ayant un DP faible étaient les meilleurs pour soutenir la croissance
des bifidobacteries.

Selon Roberfroid et al. (1998), les molécules d’inuline avec un DP <10 sont
fermentées aussi rapidement que la moitié des molécules avec DP> 10.

En revanche, les glucides a DP élevé sont des substrats faiblement bifidogenes
(shin et al., 2000). Selon Bazzocco et al. (2008), plus le degré de polymérisation d'un
polysaccharide est faible, plus son effet prébiotique est élevé, probablement en raison
d’une fermentescibilité facilitée. Cet effet est la conséquence des systemes de transport

de substrat plus efficace pour les dimeres et les oligomeres (shin et al., 2000)

Par ailleurs, selon Schieber et al. (2001) et Emaga et al. (2008), 1’effet stimulant

des fibres dépend de leur contenu en pectines. La richesse des FOS en pectines les rend
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tres susceptibles a la fermentation.

L’ajout des prébiotiques pourrait fournir des €léments nutritifs supplémentaires
(Makras et al., 2005) ou modifier un impact négatif sur I'environnement (Desai et al.,
2004).

La quantité de fibres présente dans le milieu de fermentation affecte aussi la
croissance d’une facon treés variable selon les combinaisons, voire méme selon les
souches.

Dans la présente expérience, les taux élevés de fibres (1.5 et 2%), améliorent
significativement la croissance de B. animalis subsp lactis Bbl2, celle des deux
ferments (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) lorsqu’ils sont dans
Heme

la premiere combinaison de souches, et des streptocoques de la combinaison

(maximum pour 1.5%). Ces taux élevés de fibres inhibent la croissance de L. rhamnosus
2éme

et des lactobacilles de la combinaison qui affichent les meilleurs résultats pour les

concentrations faibles 0.5 et 1%.

Ces observations laissent apparaitre que la méme dose agit différemment sur les
souches ou sur la méme souche dans des combinaisons différentes. Ce constat a aussi
été fait par Shin et al. (2000) selon lesquels, un effet bifidogeéne ne peut étre obtenu
qu’avec une concentration de 5% d’inuline, de 3 et 5% de GOS ou de moins de 1% de
FOS.

Les propriétés de la souche constituent également un facteur d’efficacité des fibres
dans leur action prébiotique. Gopal et al. (2001) ont montré que les deux souches
probiotiques d'origine alimentaire, B. animalisi subsp lactis et Lactobacillus
rhamnosus, peuvent utiliser les galacto-oligosaccharides de produits laitiers (lait en
poudre commercial) pour soutenir leur croissance et leur activité in vitro.

La plupart des bifidobactéries d'origine humaine peuvent facilement utiliser les
GOS, seules quelques souches d'autres origines et genres, y compris les lactobacilles,
possedent cette capacité (Hopkins et al, 1998; Ishikawa et al, 1995;. Tanaka et al, 1983;.
Yanahira et al, 1995).

La croissance des especes du genre Bifidobacterium semble €tre liée a la vitesse de
diminution de la teneur en oxygene et du potentiel redox dans le milieux de culture,
bien que la sensibilité a I'oxygene varie considérablement entre les souches (De Vries et

Stouthamer, 1989; Klaver et al., 1993).
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I11.3.2. Effets des différentes concentrations d’extrait de fibres de caroube sur la
cinétique d’acidification du lait.
Toutes les fermentations sont stoppées volontairement a un pH voisin de 4,7 par

refroidissement rapide du lait fermenté.

II1.3.2.1. Cas de la coculture ferments lactiques — Lactobacillus rhamnosus LBRE-
LSAS.

En absence de fibres brutes de caroube (témoin), la vitesse spécifique maximale
d’acidification est de 1’ordre de 0.40 h'l, avec un temps de fermentation de I’ordre de
4h25.

La synthese d’acides organiques par les trois souches cocultivées est négativement
affectée par la présence de fibres de caroube. En effet, la vitesse d’acidification du lait
diminue significativement (P<0.05) de 15, 7.5, 17.5, et 10% par rapport au témoin en
présence de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres pour des temps de fermentation 4h45, 4h25, 4h34
et 4h45, respectivement (tableau 15).

La présence de fibres de caroube (excepté a la concentration de 1%) avec cette
combinaison de Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus et Lactobacillus
rhamnosus prolonge le temps de coagulation du lait d’environ 20 min pour les
concentrations de 0.5 et 2%, et d’environ 10 min pour 1.5%, par rapport a I’essai réalisé
sans fibre (témoin) (tableau 15).

L’évolution du pH des laits en absence ou en présence de fibres brutes de caroube

est illustrée par la figure 22.

II1.3.2.2. Cas de la coculture ferments lactiques — Bifidobacterium animalis subsp
lactis Bb12.

Pour la culture associant les starters du yaourt, Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus, a la souche probiotique, Bifidobacterium animalis subsp
lactis, la vitesse d’acidification des laits contenant les fibres, est réduite de 5.76
(P>0.05), 15.38, 23.07 et 21.15% (P<0.05) en présence de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de
caroube par rapport a celle (0.52 h") enregistrée pour le témoin sans fibres (tableau 15).
Le temps de coagulation du lait témoin (sans fibres de caroube ajoutées) est de

3h50min.
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Ce ralentissement de I’acidification se répercute directement sur le temps de
coagulation du lait qui se prolonge d’environ 20 min par rapport au témoin (sans fibres)
lorsque les fibres de caroube sont additionnées a des taux de 1.5 et 2%. Par rapport au
lait témoin (sans fibres), il n’y a pas de changement dans le temps de coagulation des

laits avec 0.5 et 1% de fibres.

Le pH initial diminue légérement au cours des deux premicres heures de
fermentation et cette diminution est quelque peu proportionnelle a la concentration de
fibres de caroube dans le lait. 1l faut rappeler que I’extrait de fibres est plutdt acide
(5.20) et son acidité contribue quelque peu a I’acidité acquise par fermentation du lait
auquel on ajoute ces fibres.

Indépendamment du processus fermentaire acidifiant le lait, I’addition de fibres au
lait fait chuter son pH significativement (P<0.05) de 6.74 a 6.55 dans la culture des
starters associant L. rhamnosus, et de 6.69 a 6.27 dans celle avec B. animalis subsp.
lactis (fig.22).

Ce constat a aussi été fait par Desai et al. (2004) qui ont attribué une part de la

diminution du pH initial du lait aux prébiotiques qu’ils y avaient ajoutées.

L'ajout de fibres de fruits au lait permet une réduction statistiquement significative
(P<0.05) du pH initial a partir de 6,53 dans le lait témoin (sans fibres) a 6,42 dans les
laits supplémentés en fibres de pommes et de banane et a 6,30 dans ceux avec fibres de

fruits de la passion (Santo et al., 2012).

La production d’acides organiques est un pouvoir intrinseque de la souche elle-
méme. Bruno et al. (2002) et Desai et al. (2004) ont préconisé que le niveau de

métabolites primaires varie selon la souche.

Dans une étude de la méme période, Slocum et al. (1998) (cités par El-Zahar et al.,
2004), avaient constaté que Lactobacillus delbruekii ssp bulgaricus était plus

protéolytique que Streptococcus thermophilus

Comme pour la croissance, I’interaction entre les cultures bactériennes peut moduler
la production d’acides organiques. La combinaison entre une souche bifide et les

starters peut donner un produit doux (Samona et al., 1996).
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Tableau 15 : Taux de diminution du pH (= ApH en%) entre le début de fermentation et

le point de coagulation du lait; et vitesse d’acidification (Vo= ApH / At en h) dans les

différentes cocultures réalisées.

Type de culture Témoin (lait Lait avec fibres de caroube
sans fibres
de caroube) | 0,5% 1% 1,5% 2%
A pH en %
Starters + L. rhamnosus 1,77 1,66 1,65 1,53 1,75
LBRE-LSAS
Starters + B. animalis | 2,02 1,90 1,71 1,67 1,73
subsp lactis Bb12
Vitesse d’acidification (V5 en h'l)
Starters + L. rhamnosus 0,40 0,34 0,37 0,33 0,36
LBRE-LSAS
Starters + B. animalis 0,52 0,49 0,44 0,40 0,41
subsp lactis Bb12
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Figure 22: Effets des fibres brutes de pulpe de caroube utilisées 2 0.5 (m), 1 (A), 1.5 @) et 2% () par
rapport a un témoin sans fibres @) sur la cinétique d’acidification du lait en fermentation par les starters
du yaourt en présence de Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS (Starters + LBRE-LSAS ) ou de
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 (Starters + Bb12) a 42°C. Dans toutes ces cultures mixtes,
I’inoculum est & une concentration finale de 10’ UFC/mL et utilisé a 3%. Les valeurs représentent la
moyenne (m) de 3 déterminations £SEM répétées 3 fois (three times in triplicate) (n = 9). TO =0h; Tl =

2h ; T2 = temps de coagulation (pH 4,7).
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La concentration d'acides organiques dépend du type de prébiotique. Les fibres de
caroube pourraient constituer un meilleur milieu de croissance et, par conséquent

permettre une stimulation de la croissance et une production accrue d'acides organiques.

Les résultats de Dankor et al. (2007) avaient montré que l'inuline générait plus
d’acides que le Hi-mais et interprété cela comme conséquence d’une croissance plus
stimulée par I’inuline. La quantité d’acide lactique et acétique produite par B. bifidum
est plus grande avec les FOS, suivi par les GOS et enfin en présence d’inuline (Shin et

al., 2000).

D’apres Desai et al. (2004), le pH final est indépendant des prebiotiques, puisqu’il
est le résultat de la production de I’acide lactique par la croissance et le métabolisme des
lactobacilles pendant la fermentation. Une légere augmentation du pH (P<0.05) a été
observée dans les yaourts additionnés de fibres de pommes et de banane et co-fermenté

par B. animalis subsp. lactis Bb12 par rapport aux témoins.

De méme, Santo et al. (2010) ont rapporté que le pH de yaourts de fruit d’agai
fermenté par la souche B. animalis subsp lactis BLO4 était significativement plus
élevée (P<0.05) que leurs témoins sans fruit, ce qui laisse penser que la souche BL04
peut réduire sa production d’acides organiques en présence de certains produits de

fruits.

Dans le cas de culture associant les starters et Le lactobacille LBRE-LSAS, les
laits additionnés de 1.5 et 2% de fibres de caroube s’acidifient plus que ceux a 0.5 ou
1% de fibres; ce qui leur confere un pH final plus bas (4.81 par rapport a 4.97). La

biomasse lactobacille est également plus élevée.

De telles observations sont en accord avec celles faites par Desai et al. (2004), qui
avaient rapportéé une meilleure activité métabolique chez plusieurs especes de

lactobacilles en présence de prébiotiques sélectionnés.
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L’activité de synthese d’acides organiques par fermentation bactérienne est
directement dépendante du niveau de croissance de ces bactéries (Rasic et Kurmann,
1983; Dankor et al, 2007).

Dans le cas de la culture des starters en association avec Bifidobacterium animalis
subsp lactis Bbl2, les pH les plus bas sont également enregistrés dans les laits
additionnés des plus fortes concentrations de fibres (4.57 par rapport a 4.67). Ce niveau
d’acidité plus élevé obtenu dans cette coculture laisse penser que les fibres stimulent
mieux cette espece bifide qui voit sa croissance améliorée et de ce fait, son pouvoir de
synthese d’acides organiques boosté.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Hopkins et al. (1998) qui
préconisent que le pouvoir d'acidification de la plupart des bifidobactéries testées dans
leur étude est améliorée par les GOS, en raison d’une croissance plus élevée procurée
par ces prebiotiques.

De méme, Bruno et al. (2002) et Desai et al. (2004) ont rapporté que 1'utilisation
de prébiotiques et le métabolisme bactérien qui en découle, représenté par la production
des métabolites primaires comme 1’acide lactique, varient selon la souche.

La voie fermentaire des bifidobactéries aboutit a 3 moles d'acide acétique et 2
moles d'acide lactique a partir de 2 moles de glucose dans un milieu synthétique idéal
(Shah, 1997). Dave et Shah (1997) ont conclu qu'une forte population de
bifidobactéries est a 1’origine de 1'augmentation de la concentration d'acide acétique
dans le yaourt.

Paradoxalement, les travaux d’Akalin et al. (2004) ont montré le contraire; c'est-a-
dire qu’une forte biomasse de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 n'aboutit pas
forcément a une concentration maximale d'acide acétique.

De méme, Bruno et al. (2002) a également constaté que la plus forte biomasse était
celle de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 avec le Hi-mais; mais le niveau
maximal d'acides acétique et lactique était obtenu par Bifidobacterium pseudolongum et
Bifidobacterium infantis cultivés en présence de lactulose.

L’analyse des observations et conclusions de tous ces auteurs sur la faible
dépendance de la production d’acide par une bactérie donnée vis-a-vis de la croissance
de cette méme bactérie, a laquelle s’ajoute le caractere intrinseque de ce pouvoir
acidifiant des souches, pourrait expliquer en partie ou laisser admettre le fait que, dans
ce travail, c’est la culture des starters associant Bifidobacterium animalis subsp lactis

Bb12 qui est la plus acidifiée; et ceci malgré une biomasse accumulée (croissance) plus
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faible que celle affichée par Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS qui acidifie moins
le lait.

En général, le temps de coagulation en présence de fibres de caroube, est égal ou
plus long que les témoins mais aboutit a des pH finaux plus bas; ce qui traduit un
métabolisme plus actif mais lent, ou d’une phase de latence prolongée.

Nos résultats ne vont pas dans le méme sens que ceux d’Oliveira et al. (2012) qui
trouvent qu’en présence d’inuline, le temps de coagulation du lait en présence de
Streptococcus thermophilus et Bifidobacterium animalis subsp lactis est de 49.2%
moins long qu’en absence de ce prébiotique. Néanmoins, il faudrait noter que dans ce

travail, nous avons utilisé des fibres de caroube brutes.

Le temps de coagulation dépend aussi du type de coculture car, il est plus court
dans la mixture avec la souche bifide Bb12 que dans celle d’avec le lactobacille LBRE-
LSAS. Une telle observation a également été faite par Oliveira et al. (2009) qui trouvent
que le temps de coagulation du lait est non seulement modulé par les prébiotiques

comme !’inuline, mais aussi par le type de coculture impliquée dans la fermentation.

I11.4. Effets des fibres de caroube sur la viabilité post-fermentaire des ferments
lactiques et des souches bénéfiques et, sur la post-acidification du lait

fermenté et entreposé a +4°C pendant 28 jours.

I11.4.1.Effets des fibres de caroube sur la viabilité des starters (Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) et des souches bénéfiques (L.
rhamnosus LBRE-LSAS et B. animalis subsp. lactis) dans les différents

yaourts au cours de I’entreposage a 4°C.

I11.4.1.1. Viabilité de Streptococcus thermophilus au cours de I’entreposage du
yaourt a 4°C.

I11.4.1.1.1. Viabilité de Streptococcus thermophilus dans le yaourt contenant L.
bulgaricus LB et L. rhamnosus LBRE-LSAS.

En coculture avec 1’autre souche starter (L. bulgaricus) et la souche bénéfique L.

rhamnosus LBRE-LSAS, en absence de fibres de caroube (témoin) et apres 7 jours

d’entreposage a 4°C, la perte en biomasse de la souche Streptococcus thermophilus était
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de I’ordre de 0.31 unité logarithmique/g de yaourt (soit 3.19% de perte). La viabilité
représentait alors 96.80% (fig. 23).

En présence de fibres de caroube, la viabilité de cette souche se trouve le plus
altérée au taux de fibres de 1% ou 1’on enregistre -9.19% de pertes. Dans les yaourts a
1.5 et 2% de fibres, il y a, en revanche, un gain en viabilité de 0.65 log UFC/g (soit
+6.04%) et de 1.95 logUFC/g (soit +20.87%) pour cette souche par rapport au témoin.

Apres deux semaines d’entreposage a 4°C, des pertes de viabilit¢é de S.
thermophilus sont enregistrées dans tous les yaourts (4.54, 1.79, 9.95 et 7.53% dans le
témoin, et les yaourts a 0.5, 1 et 1.5% de fibres, respectivement) a 1’exception de celui
contenant 2% de fibres de caroube ou I’on note 1.07% de cellules en plus par rapport au
témoin.

Lorsque les trois semaines d’entreposage au froid sont atteintes, les pertes en
biomasse streptococcique s’amplifient dans les yaourts contenant la souche bénéfique
LBRE-LSAS et représentent1.67 (soit -17.23), 1.54 (-16.26),1.23 (-13.45), 2.96 (-22.53)
et 1.23 log UFC/g yaourt (soit -4.71%), respectivement dans le témoin (sans fibres) et

dans les yaourts contenant 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube.

Au terme des quatre semaines d’entreposage a 4°C, les pertes en viabilité de S.
thermophilus augmentent sensiblement et touchent tous les yaourts a des degrés
différents : 17.23, 16.26, 13.45, 27.53 et 4.71 % de pertes dans les yaourts témoin, et
dans ceux a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube, respectivement.

Ces chiffres traduisent que, quelque soit le taux de fibres ajoutées au lait en
fermentation, plus de 70% des cellules de S. thermophilus restent vivantes dans les

yaourts entreposés pendant quatre semaines au froid.

I11.4.1.1.2. Viabilité de Streptococcus thermophilus ST dans le yaourt contenant L.
bulgaricus LB et Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12.

Dans le yaourt avec L. bulgaricus (LB) et Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bb12 conservé une semaine a 4°C, S. thermophilus affiche des gains de viabilité

exprimés par une croissance appréciable en termes d’augmentation de sa biomasse de
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I’ordre de 18.62, 34.65, 11.76, 16.14 et 5.43% dans le yaourt témoin (sans fibres) et
dans ceux a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres brutes de caroube, respectivement (fig. 24).

Ainsi, pendant cette premiere semaine d’entreposage des yaourts au froid, les fibres
de caroube stimulent la croissance de S. thermophilus quelque soit le taux auquel elles
sont ajoutées au lait.

Pendant la premiere semaine d’entreposage a 4°C, S. thermophilus semble mieux
cohabiter avec B. animalis subsp. lactis Bb12 qu’avec L. rhamnosus LBRE-LSAS en
absence ou en présence de fibres de caroube.

Apres deux semaines au froid, cette souche continue d’étre stimulée dans sa
croissance, mais d’une intensité moindre, en absence (témoin) (+3.21%) ou en présence
de 0.5 (+ 9.65%) et de 1.5% (+ 2.62%) de fibres brutes de caroube. Elle perd 11.86 et
6.60% de sa viabilité dans les yaourts contenant 1 et 2% de fibres, respectivement (fig.
24); alors que, pour la méme durée de conservation, cette perte a été enregistrée dans

tous les yaourts, excepté celui a 2% de fibres, contenant la souche LBRE-LSAS.

Au bout de 21 jours au froid, S. thermophilus affiche des pertes de viabilité
notables quand elle est avec la souche bifide Bb12 et sa biomasse diminue de 4.92%
dans le yaourt témoin (sans fibres), 13.48, 26.26, 26.13 et de 19.48%, respectivement

dans les yaourts contenant 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig. 24).

Ce déclin du nombre de streptocoques vivants dans le yaourt se poursuit pendant la
quatrieme semaine de conservation frigorifique. Les pertes en biomasse se chiffrent a
11.67% dans le yaourt témoin (sans fibres) et a 18.13, 32.96, 28.65 et 24.81%,

respectivement, dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig.24).

I11.4.1.2. Viabilité de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB) au cours de

I’entreposage du yaourt a 4°C.

111.4.1.2.1. Viabilité de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB) dans le
yaourt contenant S. thermophilus (ST) et L. rhamnosus LBRE-LSAS.
L’évolution de la biomasse de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB)
en présence de 1’autre souche starter (S. thermophilus) et de la souche bénéfique L.

rhamnosus LBRE-LSAS est illustrée par la figure 23.
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Pendant la premiere semaine d’entreposage a 4°C, le lactobacille LB est stimulé
dans sa croissance dans tous les yaourts: +25.33% dans le témoin (sans fibres), +18.33,
+13.48 et +2.82% dans ceux a 0.5, 1.5 et 2% de fibres, respectivement; sauf dans celui a

1% de fibres de caroube ol I’on a enregistré -9.30% de perte de biomasse.

Apres deux semaines d’entreposage au froid, la biomasse LB augmente de +16.39
et +4.45% dans le yaourt témoin (sans fibres) et dans celui a 1.5% de fibres de caroube,
respectivement. Elle diminue dans ceux a 0.5 (-2.98%), 1 (-12.64%) et 2% de fibres de
caroube (-4.23%).

L’inhibition de la croissance se généralise pour Lactobacillus bulgaricus LB au
cours de la troisieme semaine de conservation au froid en cohabitation avec la souche
bénéfique Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et ['autre souche starter, S.
thermophilus. En effet, les pertes de biomasse lactobacille enregistrées s’élevent a -0.17
logUFC/g yaourt (soit - 2.30%), -1.39 (-17.22), -2.13 (-25.41), -2.03 (-27.75) et a -2.60
log UFC/g (soit -28.26%), respectivement dans les yaourts témoin (sans fibres), et dans

ceux a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig.23).

Apres 28 jours d’entreposage au froid, la biomasse continue d’étre perdue au
méme rythme : -1.88 log UFC/g (soit — 25.47%), -1.69b (-20.94), -2.37 (-28.28), -2.05
(-24.03) et -2.52 log UFC/g (soit -27.39%), respectivement dans les yaourts témoin
(sans fibres) et dans ceux a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres (fig.23).

I11.4.1.2.2. Viabilité de Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB dans le
yaourt contenant Streptococcus thermophilus ST et Bifidobacterium animalis subsp
lactis Bb12.

La viabilité de Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB est touchée des la
premiere semaine d’entreposage a 4°C du yaourt contenant Streptococcus thermophilus
LB et Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12. En effet, cette perte de viabilité a
concerné le yaourt témoin (-0.47 log UFC/g, soit -5.38%), et les yaourts a 0.5 (-0.11 soit
-1.14%) et a 1% (-0.94 log UFC/g, soit -10.17%) de fibres brutes de caroube (fig.24).

En revanche, il y a gain en biomasse dans les yaourts a 1.5 (+1.45 log UFC/g, soit

+17.05%) et a 2% (+1.56 log UFC/g, soit +19.02%) au cours de cette premiere semaine.
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Au 14°™ jour de conservation au froid, ceux sont toujours les mémes yaourts qui
affichent une perte de biomasse: -0.91 (soit -10.42) dans le yaourt témoin et, -0.75 (soit
-7.81) et -1.29 log UFC/g (soit -13.96%) dans les yaourts a 0.5 et 1% de fibres de
caroube; et un gain de biomasse : +0.32 (soit +3.75) et +0.39 log UFC/g (soit + 4.75%)
dans ceux a 1.5 et 2% de fibres (fig.24).

Apres 21 jours a 4°C, tous les yaourts affichent des pertes de biomasse de
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB: -0.81 log UFC/g (soit -9.27%) dans le
yaourt témoin (sans fibres) et, -3.07 (-31.97), 2.69 (-29.11), -1.42 (-16.70) et -1.65 log
UFC/g (soit 20.12%) dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube.

Le comportement de la souche Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB vis-a-
vis des fibres de caroube en cohabitation avec S. thermophilus ST et B. animalis subsp
lactis Bb12 est similaire a celui observé lorsqu’elle cohabite avec S. thermophilus ST et
L. rhamnosus LBRE-LSAS.

La prolongation de I’entreposage des yaourts a 4°C s’accompagne d’une
augmentation des pertes de biomasse de Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus LB
et la présence des fibres de caroube ne modifie pas cette tendance: -2.23 log UFC/g (soit
-25.54%) pour le témoin sans fibres et, -3.11 (-32.39), -2.86 (-30.95), -1.65 (-18.82) et -
1.65 log UFC/g (soit 20.12%), respectivement dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de
fibres de caroube (fig.24).

II1.4.1.3. Viabilité de Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) au cours de

I’entreposage du yaourt a 4°C.

La souche bénéfique, Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) perd beaucoup de
sa viabilité au cours de la conservation du yaourt a 4°C dans la plupart des yaourts
excepté celui a 2% de fibres de caroube ou il y a un léger gain en biomasse (+0.14 log
UFC/g soit + 1.39%), et ce des la premiere semaine, ou 1’on enregistre par ailleurs -1.4
(soit -15.06), -0.66 ( -6.38), -2.80 (-26.92) et -0.31 log UFC/g (soit -3.27%),
respectivement dans le yaourt témoin (sans fibres) et dans ceux a 0.5, 1 et 1.5% de

fibres de caroube (fig.23).
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Apres le 14°™ jour au froid, ces pertes s’accentuent: témoin : -2.22 log UFC/g (soit
-23.89%), yaourts avec 0.5 (-1.97 log UFC/g soit -19.07%), 1 (-3.80 soit -36.53), 1.5
(-0.83 soit -8.76) et avec 2% (-0.59 log UFC/g soit — 5.28%) de fibres de caroube

(fig.23).

Les fibres ne modifient en rien cette tendance a la baisse de la viabilité de cette
souche lactobacille LBRE-LSAS en cohabitation avec les starters dans le yaourt apres
trois semaines a 4°C. Les pertes se chiffrent a -2.09 log UFC/g (soit 32.18%) dans le
témoin (sans fibres) et, a 3.43 (-33.20), -4.40 (-42.30), -2.22 (-23.44) et -2.38 log UFC/g
(soit 23.75%), respectivement dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube.

En fin d’entreposage au froid (quatrieme semaine), nous avons enregistré les plus
fortes pertes de viabilité de Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) dans les différents
yaourts: témoin : -2.67 log UFC/g (soit -28.74%) et, -4.69 (-45.40), -5.63 (-54.13), -3.74
(-39.49) et -4.55 log UFC/g (soit -45.40%), respectivement dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5
et 2% de fibres brutes de caroube (fig.23).

Ainsi, la sensibilité de Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) est plus grande que

celle des starters dans le yaourt entreposé au froid.

111.4.1.4. Viabilité de Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 au cours de

I’entreposage du yaourt a 4°C.

Apres la premiere semaine d’entreposage, Bifidobacterium animalis subsp
lactis Bb12 en cohabitation avec les starters dans le yaourt affiche des pertes de
biomasse partout : -0.75 log UFC/g (soit -7.99%), -0.90 (-9.77%) et -1.07 log UFC/g
(10.54%), respectivement dans les yaourts a 0.5, 1 et 2% de fibres de caroube; sauf dans
le yaourt témoin (sans fibres : + 1.27 log UFC/g soit 13.59% d’augmentation) et dans
celui a 1.5% de fibres (+0.15 log UFC/g soit 1.52% de pertes) (fig.24).

Au 14°™ jour, il n’y a que dans le yaourt témoin (absence de fibres) ol la souche
Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 affiche une croissance exprimée par + 0.52
log UFC/g (soit 5.56% d’augmentation).

Les yaourts contenant les différentes concentrations de fibres de caroube affichent
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Figure 23 : Cinétique de viabilité post-fermentaire au cours de I’entreposage a +4°C de
Streptococcus thermophilus (ST), Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (LB) et de
Lactobacillus rhamnosus (LBRE-LSAS) dans le lait fermenté a 42°C par le mélange des 3 souches
en absence (témoin) (M) ou en présence de 0.5 ("7 ), 1 (M), 1.5 (M) et2% (M) de fibres brutes de
caroube. Dans toutes les cultures mixtes, I’inoculum est a une concentration finale de 107 UFC/mL et
utilisé a 3%. Les valeurs représentent la moyenne (m) £SEM de 3 déterminations répétées 3 fois

(three times in triplicate) (n = 9).
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tous des pertes de viabilité de cette souche : -1.39 log UFC/g (soit -14.81%), -1.33
(-14.44), -1.00 (-10.16) et -1.64 log UFC/g (soit 6 16.15%), respectivement dans les
yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig.24).

Cette tendance a la baisse de la viabilit¢ de la souche bifide se poursuit a la
troisieme semaine de conservation frigorifique des yaourts et a lieu méme dans le
témoin (en absence de fibres): 0.54 log UFC/g (soit -5.78%) dans le yaourt témoin (sans
fibres) et, -2.04 (-21.74), -2.94 (-31.92), -1.67 (-16.97) et -3.08 log UFC/g (-53%),
respectivement dans les yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig.24).

Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 ne survie pas dans le yaourt conservé 4
semaines a 4°C car, avec ou sans fibres de caroube, les pertes de viabilité sont énormes.
Dans le yaourt témoin (sans fibres), les pertes de biomasse bifide s’élevent a -3.50 log
UFC/g, soit 37.47% de diminution. C’est une souche qui craint énormément 1’ acidité.

Les yaourts avec fibres ne sont pas épargnés par ces pertes : -4.78 log UFC/g (soit
- 50.95%), -3.27 (-35.50), -4.31 (-43.80) et -5.38 log UFC/g (soit -53%), respectivement
dans les yaourts contenant 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube (fig.24).

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que la survie de Streptococcus
thermophilus était plus élevée que celle de Lactobacillus bulgaricus dans tous les
yaourts entreposés a 4°C, et sont en accord avec ceux rapportés dans la publication de
Lanciotti et al. (2004).

En outre, il apparait que la viabilité de Streptococcus thermophilus est supérieure
a celle des souches bénéfiques, Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS et
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12. Cette observation a été déja faite d’autres
auteurs (Kim et al., 1993; Medina et Jordano,1994; Lim et al.,1995; Dave et Shah
(1997).

Les pertes de biomasse streptococcique au cours de la conservation frigorifique
sont similaires a celles mentionnées dans les résultats (10 -15% de pertes avec ou sans
FOS) d’Akalin et al., (2004), qui sont venus confirmer ce qui a été rapporté
antérieurement a ce sujet par Medina et Jordano (1994), Dave et Shah (1997), Rybka et
Fleet (1997) et Vinderola et al. (2000) dans des yaourts contenants des bifidobacteries.
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Figure 24: Cinétique de viabilité post-fermentaire au cours de I’entreposage a +4°C de S.
thermophilus ST, L. bulgaricus LB et B. animalis subsp. lactis Bb12 dans le lait fermenté a 42°C par le
mélange des 3 souches en absence (témoin) (ll ) ou en présence de (P/V) : 0,5% (1), 1% (M), 1,5% (M)
et 2% (M ). Dans toutes les cultures mixtes, I'inoculum est 2 une concentration finale de 10’ UFC/mL et
utilisé a 3%. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3 déterminations répétées 3 fois (three times in

triplicate) +SEM (n =9).
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Santo et al. (2012) avaient observé que dans les yaourts écrémés co-fermentés par
B. animalis Subsp. lactis (Bb12), en présence de la poudre de zeste de fruit de la passion
« grenadille », la biomasse de S. thermophilus augmente significativement au cours des

premiers 14 jours d’entreposage au froid.

Vinderola et al. (2002) ont rapporté des pertes de biomasse streptococcique
significativement (P<0.05) plus élevées et tres importantes dans des yaourts co-
fermentés par B. animalis subsp. lactis (Bb12) et additionnés par les fibres de pomme et

de banane que dans les yaourts témoin (sans fibres) apres 28 jours d’entreposage a 4°C.

Selon Acalin et al. (2004), Streptococcus thermophilus maintient une bonne
viabilité dans les yaourts additionnés ou non de souches bénéfiques (Bifidobacterium

animalis ssp lactis ou Bifidobacterium longum) et/ou de fructo-oligosaccharides (FOS).

La présence de fibres de caroube pourrait, dans une certaine mesure, préserver la
viabilité des lactobacilles dans les deux cultures mixtes réalisées. Une des observations
majeures de Desai et al. (2004), c’était la stimulation des lactobacilles par les

prébiotiques dans les produits renfermant des probiotiques et conservés au froid.

La présente étude a montré que pendant I’entreposage, la survie de Lactobacillus
bulgaricus était plus affectée que celle de Streptococcus thermophilus. Cette
observation a également été auparavant rapportée par de nombreux auteurs (Kim et al.,
1993 ; Medina et Jardono, 1994 ; Lim et al., 1995 ; Dave et Shah, 1997 et Akalin et al.,
2004).

La diminution de la viabilité de Lb. bulgaricus remarquée dans cette expérience
est commune a quelques types de laits fermentés par des cultures mixtes avec les
bifidobacteries (Rybka et Fllet., 1997).

De faibles quantités de biomasse de cette bactérie au cours du stockage au froid de
laits fermentés ont également été signalées par Marafon et al. (2011), qui avaient utilisé

la méme coculture starter CY340 que celle utilisée dans ce travail.

La quantit¢ de biomasse de Lb bulgaricus enregistrée dans ce travail (aux

alentours de 6 log UFC/g) est similaire a celle (6 log UFC/g) rapportée par Donkor et al.
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(2006) pour la souche Lb bulgaricus 1LB1466 en fin d’entreposage au froid. En
revanche, elle est inférieure a celle de Medina et Jordano (1994) qui avaient montré que
la biomasse de Lb. bulgaricus dépassait les 7 log UFC/g dans le lait fermenté contenant
des bifidobacteries pendant 25 jours d’entreposage a 4°C.

Les niveaux de pertes de biomasse de Lactobacillus bulgaricus notés dans ce travail

sont comparables a ceux des résultats publiés par Akalin et al. (2004).

Les avantages des fibres de caroube sur la viabilité des lactobacilles ont été
rapportés par Desai et al. (2004) qui ont observé une meilleure viabilité de ces ferments
lactiques en présence de prébiotiques dont, I'inuline et le raffinose se sont révélés plus

efficaces que le lactulose.

Pendant qu’Ozer et al. (2005) préconisent que pas la viabilité de Lactobacillus
spp. n’est pas favorisée par le lactulose; Sendra et al. (2008) rapportent, quant a eux,
que I’addition de fibres d’agrumes (orange ou citron) aux laits probiotiques induit une

légere amélioration du taux de survie de ces bactéries.

Santo et al. (2012) ont eux aussi constaté que 1’ajout de fibres de fruits a 1%
(pomme ou banane) dans les yaourts co-fermentés par le B. animalis subsp. lactis
HNO19, stimule la croissance de L. delbrueckii subsp. bulgaricus par rapport au témoin
apres 4 semaines de conservation frigorifique. L’effet de symbiose entre les fibres de
fruits et B. animalis HNO19 aurait pu étre responsable de la viabilité accrue de L.

delbrueckii subsp. bulgaricus.

Les prébiotiques révélant la plus grande efficacité sur les lactobacilles sont les
FOS ( fructo-oligosaccharides) (Rastall et Martin, 2002). Ces nombreux résultats
laissent penser que le comportement des lactobacilles dépend de la nature des
prebiotiques (Desai et al., 2004).

Par ailleurs, la viabilité est une caractéristique intrinseque et spécifique a la
souche (Sendra et al., 2008; Shene et Bravo, 2007).

La viabilité des lactobacilles est affectée notamment par 1'acide et les substances
antimicrobiennes produites lors de la fermentation, la teneur en oxygene dans le produit

et par la perméation du matériau d'emballage envers ce dernier (Shah, 2000).
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Pour L. rahmnosus, contrairement aux ferments, sa survie post-fementaire au froid
ne dure méme pas les deux semaines malgré le niveau de biomasse meilleur en présence

de fibres de caroube observé a ce moment la.

Selon Desai et al. (2004), parmi 7 souches expérimentales de lactobacilles, L.
rhamnosus a présenté la viabilité la plus faible en présence de prébiotiques. Ces auteurs
ont supposé qu’il existe une corrélation entre la viabilité et le pH, et ils ont eux aussi

mis en avant que la survie de ces microorganismes est une spécificité de la souche.

Oliveira et al. (2011) trouvent que la viabilité de L. rhamnosus, dans un cocktail
de ferments de yaourt avec d’autres probiotiques comme L. acidophilus LAC4 et B.
animalis subsp. Lactis, et en présence d’inuline, est significativement en dessous de la

limite (7,0 log UFC / mL) recommandé pour assurer des effets thérapeutiques.

Dans ce travail, la souche bifide Bb12 testée se comporte d’'une maniere identique
que L. rhamnosus LBRE-LSAS, et donc résiste tres mal aux conditions pos-
fermentaires au cours de 1’entreposage au froid.

Les résultats obtenus sont analogues a ceux de Shin et al. (2000) qui rapportent

que 39 a 67 % de la viabilité est maintenue apres 28 jours a 4 °C.

Nos résultats sont beaucoup plus meilleurs que les résultats de Lankaputhra et al.
(1996) qui trouvent des pertes de 1’ordre de 82% pour B. infantis apres 24 jours a 4°c
dans le lait écrémé (12%) a pH 4.3; ou ceux de Medina et Jordano (1994) qui ont
observé une diminution de 93% de la population bifide a la date d’expiration du lait

fermenté entreposé a 7°c.

L’instabilité des bifidobacteries dans le yaourt a d’abord été signalée par Klaver et
al. (1993) et Modler et Villa-Gracia (1993); et confirmée par Dave et Shah (1997) qui
ont aussi signalé un abaissement rapide de la quantité de biomasse des Bifidobacterium
ssp apres la fabrication du yaourt avec les bactéries lactiques commerciales.

Les fibres de caroube présentent un mauvais facteur de préservation de la viabilité
des bifidobacteries. Le type de prébiotique ajouté a un intérét crucial sur la viabilité des

probiotiques.
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La plus forte augmentation des bifidobacteries a été obtenue par 1’addition des
XOS (xylo-oligosaccharides) et du lactulose (Rastall et Maitin, 2002).

Ozer et al. (2005) ont utilisé avec succes le lactulose et l'inuline en tant que
promoteurs de croissance pour B. bifidum pour garder un taux supérieur 2 10’ au cours
du stockage au froid. C’est lorsqu’elle est utilisée au taux de 5% (P/V) que l'inuline
exerce un effet bénéfique significatif (P<0.05) sur la viabilité des bifidobactéries apres
28 jours de stockage réfrigéré.

D’apres Oliveira et al, (2011), L’inuline a un intérét particulier pour B. animalis,
dont la stimulation est accrue de 7,5 a 9,1 log UFC / mL, soit apres 1 jour ou 7 jours de
stockage a 4°C. Ce résultat confirme I'effet positif des prébiotiques comme I'inuline sur
la viabilité déja signalée (Donkor et al, 2007; Oliveira et al, 2009; 2011)

Varga et al. (2006) et Villaluenga et al. (2006) ont observé que le raffinose a des
effets bénéfiques sur la survie de B. animalis subsp. lactis Bb-12 dans le lait fermenté
entreposé pendant 21 jours a 4°C.

Donkor et al. (2007) ont rapporté , s’il est vrai que 1’inuline stimule la croissance
des probiotiques pendant la fermentation, cela ne veut pas dire que ce prébiotique
améliore leur viabilité post-fermentaire en augmentant leur croissance. L’inuline peut
contribuer au maintien d’une viabilit¢ permettant le minimum requis par la
reglementation.

Le produit commercial « Hi-mais » n'était pas aussi efficace dans le maintien de
la viabilité des probiotiques, et il a abouti a une baisse significative de leur niveau a la
fin du stockage, atteignant des chiffres similaires aux celles des témoins sans
prébiotiques (Donkor et al., 2007)

Les fibres de citron inhibent la viabilité de B. bifidum sur MRS. Or, ce méme
prébiotique améliore (mais non significativement) la viabilité de ce probiotique dans le

lait fermenté (Sendra et al., 2008)

En outre, Martin et Chou (1992) et Dave et Shah. (1997) ont observé que la
viabilité de Bifidobacterium spp. variait considérablement selon les especes et les
souches.

Le choix des souches et des prébiotiques demeure alors trés important pour leur

survie dans le produit et le tractus gastro-intestinal (Desai et al., 2004)
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Aux raisons intrinseques des souches, les synergies ou les antagonismes entre les
cultures selon le type de prébiotique, Sendra et al. (2008) confirment que 1'entreposage
frigorifique diminue significativement le nombre de cellules viables de bactéries
probiotiques.

Dave et Shah, (1997) et Shah (2000) attribuent la différence dans la viabilité des
souches probiotiques a I’apparition d’un certain nombre de facteurs inhibiteurs comme
I’acidité, le pH et I’oxygene.

L. bulgaricus est une souche plus acidifiante que Streptococcus thermophilus et
son activité de syntheése post-fermentaire d’acide lactique pourrait affecter la viabilité
des souches probiotiques (Shah et al., 1995).

Cela montre que 1'acidité finale dans le produit a un impact majeur sur la viabilité
microbienne au cours de la durée de vie du produit (Martensson et al., 2002), et cette
relation entre 1'environnement acide et 1'effet sur la viabilité cellulaire a été amplement
rapportée auparavant (Lankaputhra etal., 1996; Laroia et Martin, 1991;. Vinderola et al,
2000).

La perte de viabilité des probiotiques dans les produits laitiers fermentés est due
aux préjudices causés par les acides (Shah, 2000b; Shah et Jelen, 1990; Talwalker et
Kailasapathy, 2004).

Dans leurs publications, Sakei et al. (1987) et Shah et al. (1995) ont conclu que le
facteur le plus important dans la mortalité bifidobactérienne était le pH faible du yaourt.
A ces basses valeurs de pH, les acides lactique et acétique produits sont des agents
antimicrobiens puissants, et peuvent avoir un réle dans la modulation de la survie des
bifidobacteries (Akalin et al., 2004)

Vinderola et al. (2000) ont rapporté que les valeurs de pH de 4,5 ou moins,
conditionne la viabilité des probiotiques du yaourt stockées a 5°C. Lankaputhra et al.

(1996a) ont le méme avis mais avec un pH inférieur ou éga a 4,3.

Le soutien prébiotique de [’activité métabolique des ferments pendant les
premieres semaines de conservation, se traduit par une production de métabolites
primaires «acide lactique et acétique» plus prononcée, abaissant le pH pour altérer les
probiotiques qui sont les plus sensibles envers cet agent qui devient limitant pour leur
croissance d’un part, et aggrave d’autre part leur mortalité au cours des semaines

postérieures. Le résultat, une biomasse au dessous de la dose minimale thérapeutique
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effective (< 6 log UFC) (Vasiljevic and Shah, 2008), provoquée par une létalité tres
grande.

Cette explication est aussi avancée par Donkor et al. (2007) concernant 1’inuline
qui, néanmoins atténue I’effet néfaste de ces acides.

Puisque le taux minimal de probiotique requis pour avoir un effet bénéfique sur
I’organisme est 6 log UFC/mL, la durée de vie de notre yaourt est 21 jours pour les
deux bactéries bénéfiques. Sa DLC (date limite de consommation) se limiterait a une
semaine car le plafond de la biomasse probiotique se situe a cette durée d’entreposage

au froid.

I11.4.2. Effets des fibres de caroube sur la post-acidification du yaourt contenant
les deux ferments lactiques (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus) en présence d’une souche bénéfique,
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS ou Bifidobacterium animalis subsp.
lactis Bb12.

La post-acidification des yaourts témoins (sans fibres de caroube) contenant les
starters (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) et
la souche bénéfique, Lactobacillus rhamnosus LBRE-LASAS, est caractérisée par la
diminution du pH initial (celui a la coagulation:4.70) a 4.67, 4.08, 3.87 et 3.54,

respectivement au 7°, 14°™, 21°™ et 28°™ jour d’entreposage 2 4°C (fig. 25).

En présence de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube et apres 28 jours
d’entreposage a 4°C, ce pH final des yaourts est moins acide que celui du témoin, et il

est, respectivement, égal a 3.77,3.97, 3.72 et 4.15 (fig.25).

D’une maniere générale, il apparait que les fibres de caroube atténuent quelque
peu la post-acidification des yaourts contenant les starters et la souche bénéfique

Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS au cours de I’entreposage au froid.

La diminution du pH des yaourts a 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres est, respectivement,
de I’ordre de 1.17,0.95, 1.27 et 0.66 unités pH au 28°™ jour d’entreposage. Dans le
yaourt témoin (sans fibres), le pH diminue de 1.43 unités; ce qui montre que 1’absence

de fibres conduit a une acidité plus prononcée avec un pH final plus acide.
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Dans les yaourts témoins (sans fibres de caroube) associant les starters
(Streptococcus thermophilus + Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a la
deuxieme souche bénéfique, Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, 1’activité
post-acidifiante des souches génere des pH plus acides enregistrés lors de la
conservation frigorifique, soit 4.63, 4.20, 3.30 et 3.38, respectivement au 7ome - q4%me.
21%™ et 28°™ jour d’entreposage (fig. 25).

Les pH finaux enregistrés au 2g8tme jour d’entreposage a 4°C des yaourts
additionnés de 0.5, 1, 1.5 et 2% de fibres de caroube sont respectivement égaux a 3.66,
3.75, 3.96 et 4.00. On remarque, ici aussi, une relation linéaire directe entre le taux de

fibres ajoutées et le pH final des yaourts apres les 28 jours d’entreposage au froid. Les

fibres de caroube atténuent, 1a aussi, I’activité post-acidifiante des souches.

De méme que dans I’autre combinaison, la diminution de pH au cours de
I’entreposage réfrigéré pour les échantillons additionnés de fibres, est moindre par
rapport au témoin; on note 1.11, 1.18, 0.64 et 0.57 unités pH contre 1.29 unités pH
respectivement.

La post-acidification est un phénomene se produisant souvent dans les yaourts,
caractérisée par la production excessive d’eau oxygénée et d’acide lactique par L.

bulgaricus (Lourens-Hattingh et Viljoen., 2001).

Souza (1991) signale que l'acidité des yaourts commerciaux est treés variable,
allant d’un pH de 3.7 a 4.6. Néanmoins, pour éviter le manque ou l'exces d'acidité du

golt, les valeurs optimales doivent étre dans la gamme de pH 4,0 a 4,4.

On pense que les valeurs trés basses de pH avec ou sans fibres, sont la
conséquence d’un métabolisme acidifiant tres fort de la souche L. bulgaricus. En plus,
les pH finaux en présence de B. animalis sont plus bas qu’en présence de L. rhamnosus,

ceci suggere que le premier probiotique est doué d’un pouvoir acidifiant plus grand.

Sodini et al. (2002) ont observé que le pH final d’une culture associant des
souches probiotiques aux starters du yaourt dans le lait fermenté est acide en présence

de L. bulgaricus (4.12 2 4.15) comparativement a 1’absence de cette bactérie
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protéolytique (4.24 a 4.25).
Selon Shah et al. (1995), les yaourts australiens commerciaux contenant L.
acidophilus et B. bifidum ont un pH compris entre 4.07 a 4.36 en fin de fermentation et

entre 3.8 2 4.26 apres 33 jours d’entreposage.

Les cocultures S. thermophilus + L .rhamnosus et S. thermophilus + B. animalis
lactis en présence de lactulose ont I’effet le plus important sur l'acidité due a l'acide
lactique (3,4 a 4,1% et de 3,3 a 3,8%) dans un lait fermenté entreposé a 4°c pendant

35jours (Bongaerts et al, 2005; Jyoti et al, 2004).

Pour leur part, Oliveira et al. ( 2011) préconisent que le lactulose se comporte
comme une source de carbone supplémentaire lentement métabolisable, consommée

partiellement par ce type de cocultures.

Lorsque les fibres de caroube se trouvent dans le lait, les pH ultimes sont plus
élevés et le produit est plus doux, il garde alors une meilleur fermeté et une texture plus
tenace et évite le phénomene de synérese; probablement a cause d’un effet sur la

régulation de I’acidité par ces prebiotiques.

Santo et al. (2010) remarquent une 1égere augmentation du pH (P<0.05) dans les
yaourts additionnés de fibres de pommes et de banane et co-fermenté par B. animalis

subsp. lactis BLO4 par rapport aux témoins.

De méme, Santo et al. (2010) a rapporté que le pH de yaourts d’acai fermenté par
la souche B. animalis BL0O4 était significativement plus élevée (P<0.05) que leurs
témoins sans fruit, ce qui indique que la souche BL04 en présence de certains produits

de fruits peut réduire sa production d’acide organique.

Contrairement a ca, d’apres Desai et al. (2004), le pH final est indépendant des
prebiotiques, puisqu’il est le résultat de la production de 1’acide lactique par la

croissance et le métabolisme des lactobacilles pendant la fermentation.
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Figure 25: Post-acidification au cours de I’entreposage a 4°C des laits fermentés a 42°C par les
starters, Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, avec une souche
bénéfique, Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS ou Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 en
absence (témoin) (@) ou en présence de (P/V): 0,5 (m), 1 (A), 1.5 @) et 2% (M) de fibres brutes de
caroube. Dans toutes les cultures mixtes, I’inoculum est a une concentration finale de 10’ UFC/mL et
utilisé & 3%. Les valeurs représentent la moyenne (m) de 3 déterminations +SEM répétées 3 fois (three

times in triplicate) (n = 9).

98 Chapitre 111: Résultats et discussion



Conclusion



B.Moussaoui (2013). Fibres de caroube, croissance et survie de souches bénéfiques sur lait écrémé. Mag.Hyg.Séc.Alim.Univ.Mosta.

Conclusion

Le but de la présente étude a été de vérifier s’il était possible de réunir au sein
d’'un méme aliment, le yaourt, des souches d’intérét digestif, comme Lactobacillus
rhamnosus et Bifidobacterium animalis subsp lactis, en cohabitation avec les starters, et
des substances, comme les fibres de caroube, capables de promouvoir le développement
et la survie de ces souches (effet prébiotique) au sein de cet aliment vecteur dans
I’espoir de les voir en nombre suffisant pour prétendre a coloniser le tube digestif de
I’héte qui les recevra. 1l s’agissait de vérifier également si ces souches pouvaient rester
viables 2 un niveau universellement requis (10’UFC/g) dans 1’aliment vecteur conservé

au froid pendant 4 semaines.

Pour ce faire, les fibres brutes extraites (de pH 5.2) ont été additionnées a des
taux de 0.5, 1, 1.5 et 2% (P/V) au lait ensemencé par les starters (Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus) et par une souche bénéfique
(Lactobacillus rhamnosus ou Bifidobacterium animalis subsp lactis) a la fois. Les
fermentations ont été volontairement stoppées par refroidissement des tubes quand le
pH du lait avait atteint 4.70. C’est le pH auquel la coagulation du lait est visible a 1’ceil

nu.

Le premier aspect des observations faites a 1’issue de ce travail concerne la
croissance bactérienne. Les fibres de caroube ajoutées au lait exercent, effectivement,
une stimulation de la croissance des souches L. rhamnosus et B. lactis qui affichent des
biomasses pouvant aller jusqu’a 10.40 et 10.15 log UFC/g, respectivement, contre 9.29
et 9.34 log UFC/g dans les yaourts témoins (sans fibres). Sous I’effet des fibres de
caroube, ces bactéries (L. rhamnosus et B. lactis) ont vu leur vitesse spécifique de

croissance boostée de 48.73 et 29.50%, respectivement.

Les souches starters du yaourt (S. thermophilus et L. bulgaricus) ont, elles aussi,
bénéficié de cet effet stimulant des fibres de caroube dans les deux cocultures ou il y a
une augmentation de la biomasse atteignant jusqu’a 10.93% pour les streptocoques et

24.66% pour les lactobacilles.

Le deuxieme aspect vérifié, c’est 1’effet des fibres de caroube sur le pouvoir
d’acidification des souches. Selon nos résultats, étant donné que 1’extrait de fibres a un
pH de 5.2, son addition a la culture contribue a faire chuter le pH initial du lait ; et ceci

se répercute bien entendu sur le pH final du yaourt. Les fibres de caroube provoquent un
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prolongement du temps de coagulation du lait en raison de la latence plus longue dans la

syntheése d’acides organiques qu’elles induisent chez les souches acidifiantes.

Le troisieme aspect de ce qui a été mis en relief dans ce travail, représente
I’aptitude des fibres de caroube a préserver la viabilité des bactéries impliquées dans la
fermentation du lait pendant 28 jours d’entreposage a 4°C. Ce sont les souches starters
qui arrivent a garder la meilleure viabilité, en particulier au cours des deux premieres
semaines d’entreposage au froid, au sein des différents yaourts contenant des fibres. Les
souches bénéfiques, Lactobacillus  rhamnosus LBRE-LSAS et Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12 ne résistent pas bien a I’environnement acide du yaourt
additionné de fibres de caroube et entreposé a 4°C pendant 4 semaines ; elles affichent
des taux de pertes de biomasse respectives égales a 42.30 et 16.97 a 31.92%. Malgré ces
pertes, la viabilité préservée au 21°™ jour d’entreposage au froid des yaourts permet 2
ces souches de se maintenir vivantes au niveau minimal (6 logUFC/g) recommandé par

les organismes spécialisés.

Le quatrieme aspect des présents résultats touche ’effet des fibres de caroube
sur D’activité métabolique acidifiante des ferments secondée par la présence d’une
souche bénéfique. Le fait que des souches comme L. rhamnosus et surtout B.animalis
subsp lactis soient hypersensibles a 1’acidité développée par I’activité fermentaire et
amplifiée par celle de I’extrait de fibres de caroube, laisse penser que les fortes pertes de

viabilité enregistrées sont principalement dues a 1’environnement acide du yaourt.

L’ensemble des résultats enregistrés nous amenent a penser que les fibres de
caroube ont un effet prébiotique-like appréciable soit sur les ferments lactiques ou les
bactéries bénéfiques, voire méme un intérét technologique a retombées positives sur les
propriétés physiques et sensorielles du yaourt au cours de sa fabrication ou durant sa

conservation au froid.

Les perspectives de ce travail seraient d’utiliser des fibres de caroube de pH neutre dans
la fabrication d’un yaourt permettant une meilleure viabilité des souches d’intérét ; et
surtout tester I’effet de ces fibres sur la viabilité de ces souches dans des conditions in

ViVO.
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Résumé :

Cette étude vise I’exploration des effets des fibres de pulpe de gousses de caroube Ceratonia siliqua (L.), extraites par
une méthode hydro-thermique, sur la cinétique de croissance et d’acidication des starters du yaourt (Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus) en coculture dans le lait écrémé a 10% (P/V) avec une
souche bénéfique a la fois (Bifidobacterium animalis ssp lactis Bb12 ou Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS), ainsi
que sur la viabilité post-fermentaire de ces souches et la post-acidification du yaourt entreposé 28 jours a 4°C.

Les résultats obtenus montrent que le taux d’amélioration de la croissance des souches bénéfiques par les fibres atteint
11.94% pour L. rhamnosus et 7.98% pour B. animalis subsp. lactis; pendant que celui des starters du yaourt est de
10.93% pour les streptocoques et de 24.66% pour les lactobacilles. La présence des fibres de caroube ne raccourcit
pas le temps de coagulation du lait qui, au contraire, est prolongé de 10 a 20 min selon les souches impliquées dans la
fermentation; et ceci malgré le pH acide de ces fibres (pH 5.2).

L’étude de I’effet des fibres de caroube sur la survie des souches au cours des 28 jours d’entreposage a 4°C a montré
que les meilleurs taux de survie ont été enregistrés pour les starters; tandis que la viabilité des souches bénéfiques, a
I’exception de celle enregistrée apres les deux premieres semaines, n’est pas améliorée par 1’addition de fibres de
caroube au lait; elle est, au contraire, trés fortement diminuée. La présence de ces fibres dans le lait, donne des pH
finaux plus élevés en fin d’entreposage au froid, situés entre 3.72 et 4.15 dans les yaourts contenant Lactobacillus
rhamnosus LBRE-LSAS et entre 3.66 et 4.00 dans ceux avec Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12, comparés

aux pH (3.54 et 3.38) de leurs témoins respectifs.

Mots clés : Fibres de caroube — Lait- Fermentation — starters - Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS- Bifidobacterium
animalis subsp lactis Bb12.

Abstract:
The aim of the present study is to explore the effects of Ceratonia siliqua (L.) carob pod fibers, extracted by an hydro-

thermal method, on kinetic of growth and acidification; and also on survival and post-acidifying activity of yogurt
starters (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus) in mixed culture with
Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS or Bifidobacterium animalis subsp. lactis in a 10% (w/v) reconstituted and
fermented skimmed milk during four weeks of a refrigerated storage.

The obtained results have shown that carob fibers enhance growth of Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS
(+11.94%), Bifidobacterium animalis subsp lactis (+7.98%), Streptococcus thermophilus (10.93%) and Lactobacillus
delbrueckii ssp bulgaricus (24.66%). In spite of the acidity of the added fiber extract (pH 5.2), the Curdling time of
milk was slightly prolonged by 10 to 20 minutes according to the involved strains in fermentation process. The best
survival scores registered after 4 weeks of refrigerated storage of yogurts containing carob fibers, were those of the
starters; whereas a dramatic decrease in that of beneficial bacteria, except during the two first weeks of storage, was
observed. Higher pH values were registered in the presence of carob fibers in yogurts containing Lactobacillus
rhmnosus LBRE-LSAS (3.72 to 4.15) or Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 (3.66 to 4.00); comparatively to
those of the control ((3.54 et 3.38).

Keywords: Carob fibers - Milk — Fermentation- Starters- - Lactobacillus delbrueckii ssp
Bulgaricus LBRE-LSAS — Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12.



