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Résumé

Les probiotiques sont reconnus pour leurs effets bénéfiques sur la santé digestive et immunitaire,
mais leur faible résistance aux conditions environnementales comme 1’acidité gastrique, la chaleur

ou I’oxydation limite leur efficacité.

Face a cette problématique, ce travail a pour objectif d’évaluer et de comparer deux techniques
d’encapsulation, I’extrusion et I’émulsion, afin de développer un complément alimentaire fonctionnel
capable de protéger efficacement les souches probiotiques. Les souches sélectionnées (TF03, DC04,
HM, KL14, LGG, DCO01) ont été caractérisées microbiologiquement, puis encapsulées a 1’aide
d’alginate de sodium. Les capsules issues de I’extrusion se sont révélées sphériques, homogenes et
stables, tandis que celles obtenues par émulsion présentaient une structure fragile. La viabilité
bactérienne apres encapsulation était de 2,54 x 10° UFC/ml et de 1,38 x 103 UFC/ml aprés une
semaine. Les tests fonctionnels ont mis en évidence une forte auto-agrégation pour DC04, TFO03 et
KL14, une autolyse élevée chez KL14 (=66 %) et une bonne hydrophobicité chez TF03, DC04 et
LGG.

Ces résultats montrent que la méthode d’extrusion offre une meilleure protection des souches tout
en conservant leurs propriétés probiotiques, ce qui la rend plus adaptée a la formulation de

compléments alimentaires.

Mots clés : Probiotiques — Encapsulation — Extrusion — Emulsion — Alginate de sodium — Viabilité

bactérienne



Abstract

Probiotics offer multiple health benefits, but their survival remains limited under harsh conditions

such as gastric acidity, heat, and oxidation.

This study aims to compare two encapsulation techniques—extrusion and emulsion—for the
development of a functional dietary supplement using sodium alginate as a protective agent. Six
probiotic strains were tested, and their viability, morphology, and functional properties were
evaluated. The extrusion method produced spherical, stable capsules with high bacterial viability
(2.54 x 10° CFU/ml at day 0 and 1.38 x 108 CFU/ml after 7 days). Functional tests revealed strong
auto-aggregation in DC04, TF03, and KL14, significant autolysis in KL14 (~66%), and high
hydrophobicity in TF03, DC04, and LGG.

These findings suggest that extrusion is a more efficient method for maintaining probiotic viability

and functional integrity in supplement formulations.

Keywords: Probiotics — Encapsulation — Extrusion — Emulsion — Sodium alginate — Bacterial
viability
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Introduction générale

Les compléments alimentaires fonctionnels suscitent un intérét croissant dans les domaines de la
nutrition et de la santé humaine. Situés a la croisee de I'alimentation préventive et thérapeutique, ces
produits visent a contribuer au bien-étre global en apportant des substances actives capables
d'améliorer certaines fonctions physiologiques ou de réduire le risque de maladies. Parmi ces
substances, les probiotiques occupent une place prépondérante. Définis par I'Organisation mondiale
de la santé comme des " micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités
adéquates, conférent un bénéfice pour la santé de I'hdte ", les probiotiques ont démontré leur efficacité
dans la régulation du microbiote intestinal, le renforcement du systeme immunitaire, ainsi que la
prévention de divers troubles digestifs, métaboliques ou infectieux (Hill et al., 2014).

Dans ce contexte, la technique d'encapsulation apparait comme une solution prometteuse.
L'encapsulation consiste a enfermer les cellules probiotiques dans une matrice protectrice,
généralement a base de polymeres naturels tels que l'alginate de sodium, afin de les protéger contre
les stress environnementaux (pH acide, enzymes digestives, oxydation, chaleur, etc.). Ce procédé
permet non seulement d'améliorer la viabilité des souches encapsulées, mais aussi de contréler leur
libération dans le tube digestif (Gbassi et al., 2009). Plusieurs techniques d'encapsulation existent,
parmi lesquelles I'extrusion et I'émulsion sont les plus courantes, chacune présentant des avantages et
des limites en termes de faisabilité, de colt, de stabilité des capsules et de rendement en viabiliteé.

Ce mémoire s'inscrit dans un contexte académique ou l'acces a des équipements industriels
sophistiqués est limité. 1l est donc essentiel d'identifier une méthode d'encapsulation simple,
reproductible et accessible dans un environnement universitaire. La problématique centrale de ce
travail est la suivante : comment protéger efficacement les souches probiotiques dans un complément
alimentaire fonctionnel en utilisant des techniques d'encapsulation simples et économigquement
viables ? Autrement dit, quelle méthode permet de maintenir une bonne viabilité des souches
probiotiques tout en garantissant une stabilité structurale satisfaisante des capsules dans des
conditions de laboratoire ?

Pour répondre a cette problématique, deux approches ont été testées expérimentalement : la
méthode d'émulsion et la méthode d'extrusion, toutes deux basées sur la gélification ionique de
I'alginate par le chlorure de calcium. La premiere consiste a disperser la solution contenant les
bactéries dans une phase huileuse suivie d'une réticulation, tandis que la seconde repose sur le dépot
goutte a goutte du mélange alginate-bactéries dans une solution de CaCl.. Des observations ont été
menées sur l'aspect des capsules, leur stabilité, leur capacité de filtration, ainsi que sur la viabilité

bactérienne immediatement aprés encapsulation et aprés une semaine de stockage.

(1]



Introduction générale

Les résultats obtenus montrent que la technique d'extrusion, bien qu'elle produise des capsules plus
grosses, permet une meilleure régularité de la forme sphérique et une manipulation plus simple. En
revanche, I'émulsion donne des capsules plus petites mais plus hétérogenes, dont I'extraction est plus
difficile. En termes de viabilité, les deux méthodes ont permis de maintenir une population
bactérienne significative, mais I'extrusion a donné une meilleure stabilité des souches aprés 15 jours
de stockage a 4 °C. Ces observations confirment que I'encapsulation par extrusion en alginate est une
méthode adaptée pour la formulation de compléments alimentaires probiotiques dans un cadre
universitaire, conciliant simplicité, reproductibilité et efficacité de protection.

Le présent document est structuré en quatre parties :

= Lapremiére partie est consacrée aux compléments alimentaires et aux probiotiques, présentant
leurs définitions, leurs roles et leur importance dans le domaine de la sante.

= La deuxiéme partie aborde les généralités sur I'encapsulation, ses principes, ses applications,
les matériaux utilisés ainsi que les techniques les plus répandues.

= Latroisieme partie détaille le matériel et les méthodes utilisés lors de I'expérimentation.

= Laquatrieme partie présente et discute les résultats obtenus.

= Le travail se conclut par une conclusion générale, suivie des références bibliographiques et des

annexes.

(2]
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Chapitre I : Synthése bibliographique

L’intérét pour les compléments alimentaires s’est intensifi¢ au cours des derniéres décennies, en
réponse a une recherche croissante de solutions naturelles et préventives en matiére de santé. Cette
¢volution s’inscrit dans un contexte ou I’alimentation moderne ne répond plus toujours aux besoins
physiologiques, et ou les consommateurs se tournent vers des produits susceptibles de soutenir leur
bien-étre. Dans ce cadre, les compléments alimentaires suscitent un véritable engouement, tout en
posant de nouveaux défis scientifiques et réglementaires. Ce chapitre s’attache a explorer cette
thématique a travers une approche fondée sur les avancées scientifiques récentes et les exigences du

secteur.

I.  Généralité sur les compléments alimentaires

I.1. Définition générale

Les compléments alimentaires sont définis comme des produits destinés a enrichir 1’alimentation
quotidienne en apportant des nutriments ou d'autres substances ayant un effet bénéfique sur la santé,
sur le plan nutritionnel ou physiologique. lls se présentent sous des formes unitaires et dosees, telles
que les gélules, comprimés, pastilles, pilules, sachets de poudre, ampoules buvables, flacons avec
compte-gouttes, ou autres formes similaires de préparation, qu’elles soient liquides ou en poudre
(Karleskind et al., 2013).

Ces produits, également appelés compléments nutritionnels, visent a pallier des carences
alimentaires ou a maintenir un bon équilibre nutritionnel. lls peuvent contenir des vitamines, des
minéraux, des acides aminés, des plantes ou d'autres substances actives. L’Autorité européenne de
sécurité des aliments (EFSA) les définit comme des sources concentrées de nutriments ou de
substances a effet physiologique, congues pour compléter I’alimentation habituelle. La Food and
Drug Administration (FDA), de son c6té, les décrit comme des produits oraux contenant un ingrédient

alimentaire destiné a compléter le régime alimentaire.

Le marché mondial de ces produits est en pleine expansion, atteignant environ 120 milliards de
dollars, avec une croissance annuelle estimée a 6 %. Leur consommation est répandue aussi bien dans
les pays asiatiques qu’en Amérique du Nord et en Europe. Utilisés par des personnes de tous ages —
qu’elles soient en bonne santé ou souffrantes — et y compris par les femmes enceintes, ces produits
sont disponibles sans ordonnance dans les pharmacies, supermarches, points de vente divers et en

ligne.
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Cependant, leur usage généralisé et parfois non encadré peut présenter des risques pour la santé.
En effet, des problémes peuvent survenir en cas de surdosage, d’interactions médicamenteuses, de
composition non conforme ou de contamination par des substances ou micro-organismes dangereux
(Fibigr et al., 2018).

1.2. Définition scientifique

Les compléments alimentaires regroupent une vaste diversité de produits, parmi lesquels ceux a
base d’ingrédients d’origine végétale figurent parmi les plus prisés. Leur consommation s’étend a un
large public, incluant aussi bien les individus en bonne santé que les personnes souffrant de divers
troubles. Cependant, 1’absence d’une réglementation harmonisée au niveau international augmente
les risques liés a la qualité chimique et microbiologique de ces produits, pouvant représenter un

danger réel pour les consommateurs.

Cette revue vise a souligner certains problemes majeurs concernant la qualité microbiologique des
compléments alimentaires contenant des extraits végétaux. L’accent est mis sur les études récentes
rapportant des cas de contamination par des bactéries, des champignons et la présence de
mycotoxines. Ces produits sont fréquemment exposes a des contaminations microbiennes diverses,
ce qui souléve des inquiétudes quant a leur innocuité. En effet, ils peuvent contenir des micro-
organismes pathogenes susceptibles de nuire & la santé humaine. De plus, les métabolites toxiques

issus de ces micro-organismes peuvent représenter un risque sanitaire important.

Ainsi, ce travail met en lumiére la nécessité de mener des analyses approfondies sur la qualité
microbiologique des compléments alimentaires d’origine végétale, afin d’assurer la sécurité des

consommateurs (Sato et al., 1969).

Figure 1 : Compléments alimentaires (la provence, 2025)
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1.3. Objectifs d’utilisation des compléments alimentaires

Les compléments alimentaires sont principalement utilisés pour enrichir 1’alimentation
quotidienne, notamment en cas de risque de carence nutritionnelle. Ils jouent un réle important dans
le maintien ou I’amélioration de 1’état de santé général d’un individu. Leur consommation peut
répondre a des besoins spécifiques, qu’ils soient liés a des fonctions physiologiques (par exemple,
favoriser la circulation sanguine), au bien-étre général (comme la lutte contre la fatigue), a des
objectifs esthétiques (tels que la protection de la peau face aux effets du soleil) ou encore a la gestion

du poids (par exemple, le contrdle de 1’appétit) (Kodama K et al., 2004).

I.4. Principes de la complémentation alimentaire

L’influence de I’alimentation sur la santé humaine, notamment en lien avec des pathologies telles
que le cancer ou les maladies cardiovasculaires, fait 1’objet d’investigations scientifiques
approfondies depuis plusieurs décennies. L’équilibre nutritionnel est ainsi devenu un critére central

dans les choix alimentaires au quotidien.

Certaines populations présentent des besoins nutritionnels spécifiques qui justifient le recours aux
compléments alimentaires. Par exemple, les personnes suivant un régime végétarien doivent
compenser 1’absence de vitamine B12 dans les végétaux, soit par des aliments enrichis, soit par des
suppléments adaptés. Chez les nourrissons et les jeunes enfants, la vitamine D est également
essentielle a leur développement, mais son apport alimentaire reste souvent insuffisant ; elle est donc

fréguemment administrée sous forme de complément (Khalfaoui, 2018).

Les femmes présentent quant a elles des besoins accrus en fer des la puberté, en raison des pertes
liees aux menstruations et a la grossesse — leurs besoins sont en moyenne supérieurs de 77 % a ceux
des hommes. A la ménopause, ’apport en calcium devient crucial pour prévenir 1’ostéoporose, liée

aux modifications hormonales.

Les teneurs en nutriments tels que le fer, la vitamine D ou le calcium varient selon les aliments.
Ainsi, seul un régime alimentaire varié et équilibré, associant différentes sources nutritionnelles, peut
garantir une couverture adéquate des besoins en ¢léments essentiels pour 1’organisme (Khalfaoui,

2018).
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I.5. Classification des compléments alimentaires

La classification des compléments alimentaires varie selon les pays, ce qui crée un certain flou.
En effet, certaines législations les considerent comme de simples denrées alimentaires, tandis que
d'autres les assimilent & des médicaments. Cette ambiguité peut également préter a confusion avec
les additifs alimentaires. Pour ces raisons, plusieurs classifications ont été proposées, reposant

notamment sur la nature des produits, leur catégorie ou les effets recherchés.

Dans un cadre plus large, en tenant compte des différentes interprétations possibles, on distingue

notamment :

Les aliments diététiques a usage médical,

Les substances diététiques a usage medical,
Les aliments diététiques a usage vétérinaire,
Les substances diététiques a usage vétérinaire,

Les aliments pour nourrissons,

AN N N NN

Et les compléments alimentaires.

Parmi ces catégories, les aliments diététiques a des fins médicales spéciales sont eux-mémes divisés

en trois sous-groupes, en fonction des besoins des personnes auxquelles ils sont destinés:

e Aliments complets sur le plan nutritionnel : leur composition standard leur permet, s'ils sont
utilisés selon les indications, de constituer I'unique source de nutrition pour des individus ayant
des besoins spécifiques en lien avec une pathologie ou un trouble.

e Aliments complets adaptés : ils possedent une formulation congue pour répondre a des besoins
particuliers liés a une maladie, et peuvent également suffire a couvrir I’alimentation compléte
d’une personne dans ce contexte médical.

e Aliments incomplets sur le plan nutritionnel : qu’ils soient formulés de maniére classique ou
adaptée a une maladie spécifique, ils ne peuvent pas a eux seuls couvrir I’ensemble des besoins

nutritionnels, mais sont utilisés en complément ou en remplacement partiel de 1’alimentation.

Il est donc important que toute classification englobe non seulement les compléments alimentaires
a proprement parler, mais aussi les substituts de repas, les aliments et boissons diététiques, ainsi que

certains additifs.
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Cependant, dans le cadre de cette étude, I’accent est mis exclusivement sur les compléments
alimentaires, ce qui nous conduit a adopter une classification plus ciblée. De maniére générale, ces

produits peuvent étre classés selon leur nature chimique, notamment :

= Les vitamines,

= Les minéraux,

= Les oligo-éléments,
= Les acides aminés,
= Les protéines,

= Ainsi que les plantes et extraits végétaux.

Ces substances sont destinées a compléter un régime alimentaire habituel ou a contribuer a la santé
globale. Elles sont généralement consommees par voie orale, sous forme de comprimés, capsules,

poudres, liquides ou gélules.

En complément des classifications basées sur leur composition, une autre approche pertinente
consiste a classer les compléments alimentaires selon leur objectif fonctionnel ou I’effet recherché.

C’est cette derniére approche, plus claire et cohérente, qui a été retenue dans notre étude (Nazeri et
al., 2009).

1.6. Types de compléments alimentaires

1.6.1. Les macronutriments

Les macronutriments sont des molécules de grande taille constituées de 1’assemblage de petites
unités. Ils jouent un réle fondamental dans 1’organisme, assurant la majorité des fonctions cellulaires
essentielles. On distingue trois grandes catégories de macronutriments qui fournissent 1’énergie
nécessaire au bon fonctionnement du corps : les protéines, les lipides et les glucides. Ensemble, ils
participent aux processus métaboliques, ¢’est-a-dire I’ensemble des réactions chimiques permettant
la transformation ou la libération d’énergie. En moyenne, les protéines contribuent a hauteur de 15 %

de I’apport énergétique, les lipides 36 %, et les glucides 44 % (Masson, 2009).
a) Les protéines

Les protéines, principalement issues des aliments d’origine animale, se distinguent par leur
richesse en acides amines essentiels et leur excellente digestibilité. Elles sont indispensables pour
couvrir les besoins en acides aminés que le corps ne peut pas synthétiser (huit sur vingt doivent étre

apportés par I’alimentation) (Castelli, 2020).
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Les protéines remplissent trois fonctions clés dans 1’organisme :

= Fonction énergétique : elles contribuent a I’apport calorique nécessaire au fonctionnement de
I’organisme, justifiant leur présence a chaque repas.

= Fonction fonctionnelle : elles interviennent dans la défense immunitaire contre les maladies.

= Fonction structurale : elles participent a la construction et au renouvellement des tissus, y

compris la peau, les cheveux et les ongles (Théo, 2017).

Parmi les compléments protéinés disponibles sur le marché, on retrouve la caséine, la créatine, la
poudre d’ceufs, ainsi que les protéines de soja — ces derniéres étant particulierement prisées par les

végétariens et vegétaliens (Farkas, 2019).
b) Les lipides

Les lipides alimentaires proviennent a la fois des sources animales (poissons, ceufs, fromages,
charcuteries, viandes) et végétales (graines, fruits oléagineux, huiles). lls sont également présents

dans certains produits transformés comme les viennoiseries ou les barres chocolatées (Anses, 2021).
Dans I’organisme, les lipides assurent deux roles essentiels :

= Stockage de I’énergie : sous forme de triglycérides, ils sont principalement localisés dans les
tissus adipeux.
= Fonction structurale : présents dans les membranes cellulaires sous forme de phospholipides,

ils garantissent leur intégrité et leur fluidité.

Parmi les compléments lipidiques, on trouve notamment les oméga-3 (EPA et DHA), souvent

extraits d’huile de poisson, qui sont essentiels au bon fonctionnement de I’organisme (Bouriche,

2019).

1.6.2. Les micronutriments

Les micronutriments sont des éléments indispensables a 1’organisme, présents en tres faible
quantité (environ 2 % de 1’apport nutritionnel total) et sans valeur énergétique. Malgré leur faible
concentration, leur role est essentiel dans de nombreux processus biologiques. Ils interviennent
comme cofacteurs enzymatiques, coenzymes ou régulateurs génétiques. Par exemple, le zinc est
impliqué dans plus de 100 réactions enzymatiques, tandis que la riboflavine et la niacine jouent un
réle actif dans le transport des électrons. De plus, certains micronutriments, tels que les "doigts de

zinc", regulent la transcription des récepteurs hormonaux (Bird, 2003).
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De nos jours, la micro nutrition est de plus en plus utilisée pour optimiser la santé, prévenir et
traiter certaines pathologies. La majorité des micronutriments ne sont pas synthétisables par

I’organisme et doivent donc étre apportés par 1’alimentation (El Kssimi, 2021).
Les principales catégories de micronutriments sont :

= Lesvitamines: A, B,C, D, E K
= Les minéraux : fer, cuivre, magnesium...
= Lesoligoéléments : zinc, iode, sélénium, fluor... (EI Kssimi, 2021)

a) Les minéraux

Les minéraux sont présents en petites quantités dans 1’organisme et sont essentiels a son bon
fonctionnement. Outre les macronutriments et 1’eau, les aliments nous apportent aussi ces éléments
minéraux vitaux, tels que le calcium (Ca2"), le sodium (Na"), le potassium (K*) ou le magnésium

(Mg*) (Anses, 2012).

IIs contribuent a la croissance, a la régulation métabolique et a de nombreuses fonctions
biologiques. Les compléments minéraux peuvent étre proposés individuellement (ex. magnésium,

fer) ou en synergie dans des formulations combinées (Valette, 2015).

b) Les vitamines

Les vitamines sont des composés organiques actifs indispensables au métabolisme cellulaire. Elles
remplissent des roles variés : croissance, développement osseux, digestion, énergie cellulaire, etc. A
I’exception des vitamines D et K, la majorité des vitamines ne sont pas synthétisées par le corps

humain et nécessitent donc un apport externe via 1’alimentation ou la supplémentation.

Les vitamines hydrosolubles, comme celles du groupe B, sont impliquées dans le métabolisme
énergétique, tandis que la vitamine C renforce I’immunité et lutte contre la fatigue. Les vitamines

liposolubles, comme :

La vitamine A (vision), la vitamine D (santé osseuse), la vitamine E (antioxydant), ont des réles

cruciaux dans I’équilibre physiologique.

Une carence en vitamines peut engendrer des pathologies graves. La supplémentation vitaminique est

donc souvent utilisée a titre préventif ou curatif (Valette, 2015 ; El Kssimi, 2021).
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1.7. La forme galénique

La forme galénique désigne la présentation physique du complément alimentaire (CA). Il en existe

une grande variété : comprimés, poudres, capsules, solutions buvables, entre autres.

Le choix de cette forme ne repose pas uniquement sur des considérations esthétiques ou de praticité
pour le consommateur. Il découle d’un ensemble de critéres essentiellement techniques, tels que la
nature des ingrédients utilisés, la zone cible de diffusion dans 1’organisme, le volume des substances
actives, le profil du consommateur (enfants, adultes, personnes agées), I'effet recherché, ainsi que la

biodisponibilité des composants (Anonyme, 2021).

1.7.1. Forme solide
> Le comprimé : Il s’agit de la forme la plus courante. Il peut se désagréger directement dans

I’estomac ou fondre dans la bouche dans le cas des comprimés a croquer (voir Figure 02).

Figure 2 : Complément alimentaire en forme de comprimé (Lab-cmcpharma,2024)

> Lacapsule : Généralement constituée de gélatine d’origine animale, souvent de poisson, cette
forme est particulierement adaptée a l'encapsulation des extraits de plantes et des huiles
(comme I’huile de foie de morue ou I’huile de bourrache). Elle permet une libération rapide
de la substance active une fois ingéree.

> La capsule molle : Elle est congue pour masquer les golts ou odeurs désagréables, ce qui
améliore 1’acceptabilité du produit par le consommateur. Grace a sa texture souple et a la
composition de son enveloppe a base de gélatine, elle est plus facile a avaler que les gélules

classiques (voir Figure 03).
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Figure 3 : Complément alimentaire en forme de capsule molle (Hij Machinery, 2019)

> Lagélule : Elle est principalement utilisée pour contenir des préparations hydrosolubles. En
fonction de la nature des principes actifs qu’elle renferme, elle nécessite généralement une
faible quantité d’excipients. Certaines gélules peuvent étre gastro-résistantes, ce qui permet
une libération ciblée des ingrédients actifs apres le passage dans 1’estomac. Un autre avantage
notable des gélules est la possibilité de vider leur contenu dans un liquide, ce qui les rend

adaptées aux personnes ayant des difficultés a avaler (voir Figure 04)

Figure 4 : Complément alimentaire en forme de gelule (Lab-phytoceutic, 2024).

> La poudre : Présentée sous forme de stick, elle offre 1’avantage de pouvoir contenir une
quantité importante d’ingrédients, ce qui la rend particulierement adaptée aux formulations
complexes. Sa nature hydrosoluble constitue une alternative idéale pour les personnes
éprouvant des difficultés a avaler des formes solides et volumineuses telles que les comprimés
(voir Figure 05).
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Figure 5 : Complément alimentaire en poudre (Fitzone, 2022)

1.7.2. Forme liquide

» Ampoule buvable : Il s'agit d’un petit récipient en verre contenant une solution liquide

concentrée de la substance active, prét a étre consommeé par voie orale (voir Figure 06).
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Figure 6 : Complément alimentaire en forme d'ampoule (Lab-new galencica, 2024).

> Gouttes : Présentées dans un flacon avec compte-gouttes, elles permettent un dosage précis et

adaptable en fonction de 1’age ou du poids de 'utilisateur (voir Figure 07).
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Figure 7 : Complément alimentaire en forme goutte (Lafaurie, 2021)

> Sirop : Cette forme liquide, généralement épaisse ou légerement visqueuse, est formulée a base
de glucose, de fructose, de glycérine ou d’extraits végétaux. Elle est particulierement adaptée

aux enfants ou aux personnes ayant des difficultés a avaler (voir Figure 08).
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Figure 8 : Complément alimentaire sous forme de sirop (Lab-Eric Favre, 2024)

» Boissons : Inspirées des boissons énergisantes, les boissons enrichies en multivitamines ou
destinées a la perte de poids représentent une tendance croissante, particulierement prisée par les

jeunes consommateurs.

Figure 9 : Complément alimentaire sous forme de boisson (Nutricia, 2025)
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» Stick-pack : Le stick-pack est un conditionnement primaire unidose, fabriqué a partir d’un seul
film complexe enroulé autour du tube de remplissage lors du processus de conditionnement. 1
est scellé aux extrémités supérieure et inférieure. Ce format peut contenir différents types de

formulations : poudres, liquides ou encore formes pateuses.

]

Figure 10 : Complément alimentaire en forme de stick-pack (Lab-pharmacieloreto, 2024).

1.8. Les compléments alimentaires fonctionnel

Face aux besoins croissants en matiére de prévention, de bien-étre et de soutien ciblé de certaines
fonctions biologiques, les compléments alimentaires connaissent une évolution majeure. Ainsi, une
nouvelle catégorie a émergé : les compléments alimentaires fonctionnels. Contrairement aux
compléments classiques qui visent a corriger des carences nutritionnelles, ceux-ci se distinguent par
leur capacité¢ a agir de manicre ciblée sur des fonctions spécifiques de I’organisme, telles que
I’immunité, la digestion, la santé cardiovasculaire ou encore la performance mentale. Ils sont souvent
formulés a base de substances bioactives, comme les probiotiques, les antioxydants, ou les acides

gras essentiels (Dubois, 2022)
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Tableau 1 : Types des compléments alimentaires fonctionnels (Dubois, 2022 ; DGCCRF ,2023)

Type de CA
fonctionnel

Probiotiques

Antioxydants

Oméga-3

Fibres alimentaires

Plantes adaptogenes

Vitamines &

minéraux ciblés

Compléments pour

articulations

1. Les probiotiques
11.1. Définition

Le concept de probiotiques a connu une évolution progressive, en lien avec les avancées

Substances actives

principales

Lactobacillus,

Bifidobacterium

Vitamine C, Vitamine
E, polyphénols,

sélénium

Acides gras EPA,
DHA (huile de

poisson, lin)

Inuline, psyllium,

fibres solubles

Ginseng, Rhodiola,
Ashwagandha

Zinc, magnésium,
vitamine D

Glucosamine,
chondroitine, MSM

Fonction ciblée

Equilibre de la
flore intestinale,
immunité

Protection
cellulaire contre
le stress oxydatif

Santé
cardiovasculaire,
cerveau,
inflammation

Transit intestinal,
satiété

Résistance au
stress, energie,
concentration

Immunité,
métabolisme
énergétique

Mobilité, confort
articulaire

scientifiques et les réflexions des chercheurs au fil du temps.
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Exemples

Yaourts enrichis,
gélules probiotiques

Compléments a base
de baies, thé vert

Capsules d’huile de
poisson

Poudres de fibres,
barres fonctionnelles

Gélules, tisanes

Multivitamines
enrichis

Gélules articulaires
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Les premiers a avoir introduit le terme furent Lilly et Stilwell. Selon leur définition, il s’agissait
de « substances produites par des micro-organismes favorisant la croissance d'autres micro-

organismes » (Lilly et al., 1956 ; Bernier, 2010).

Par la suite, en 1974, R.B. Parker élargit cette définition en y incluant directement les micro-
organismes producteurs de ces substances. Il les décrit comme des « organismes et substances qui
contribuent a 1’équilibre de la flore » (Parker, 1974 ; Ninane et al., 2009 ; Bernier, 2010).

Cependant, cette approche suscita des critiques. Fuller considéra que la définition pouvait inclure
des antibiotiques, ce qui ne correspondait pas a 1’idée initiale. Il proposa donc une nouvelle
formulation, centrée sur I’effet bénéfique direct sur 1’hdte : « des micro-organismes ajoutés a
I’alimentation, ayant un effet bénéfique sur I’hdte en améliorant I’équilibre de sa flore intestinale »

(Fuller, 1991). Cette version insiste davantage sur la nature microbienne des probiotiques.

Plus récemment, un groupe d’experts européens, avec 1’approbation de la FAO et de ’OMS, a
¢tabli des lignes directrices précises pour 1’usage du terme dans le domaine alimentaire. Ces

organisations définissent les probiotiques comme suit :

« Micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, produisent un

effet bénéfique sur la santé de 1I’hote. » (Consultation mixte d’experts FAO/OMS).

11.2.  Les principaux types de micro-organismes probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants, le plus souvent des bactéries ou des levures
(voir tableau 2), naturellement présents dans le microbiote intestinal humain.
On les retrouve également dans divers aliments, en particulier les produits laitiers fermentés tels que

les yaourts, ainsi que dans certains médicaments et compléments alimentaires (Sébastien et al., 2013).

Parmi les micro-organismes dotés de propriétés probiotiques, on distingue principalement les groupes

suivants :

[17]



Chapitre I :

Synthése bibliographique

Tableau 2 : Les especes des micro-organismes considérées de probiotique (Otles, 2013)

Microorganismes

Bactéries lactiques

Genre Especes
L. acidophilus
L. amylovorus
L. court
L. bulgaricus
L. casei
L. crispatus
L. delbrueckii spp. Bulgaricus
L. levure
L. poulets
Lactobacilles spp.
L. gesseri
L. helveticus
L. johnsonii
L. lactis
L. paracasei
L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivaire
Streptocoque spp S. salivariussubsp.
Thermophilus
Lactococcus spp. L. lactis

Leuconostoc spp LC. Mésentéroides
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Pesiococcus spp. P. pontosaceus

P. acidilactici
B. adolescent
B. animal
B. bifidum
B. court
Bifidobactéries Bifidobactérie spp
B. essensis
B. de I’enfant
B. laterosporus
B. longum
P. acidipropionici
P. freudenreichii
Propionibactéries Propionibactérie spp.

P.jensenii

P. thoenii

Entérococcus spp. E. faecalis

Entérobactéries
E. faecium

B. alcalophile
B. cereus
Bactéries sporulées Bacillus spp.

B. coagulans

B. subtilis

Levures Saccharomyces spp. S. cerevisiae (boulardii) d

Autres bactéries Escherichia spp. E. coli

Sporolactobacillus spp. S. inulinus
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11.3.  Evaluation et critéres de sélection

L’OMS et la FAO ont établi plusieurs critéres permettant d’identifier les souches les plus
prometteuses en matiére de propriétés probiotiques (voir tableau 03). Cette évaluation repose
principalement sur trois aspects fondamentaux : les propriétés fonctionnelles, la viabilité des souches,
ainsi que leur innocuité. A ces critéres s’ajoutent des considérations technologiques, telles que la
résistance aux bacteriophages, la stabilité lors des procedés de fabrication, ainsi que la durabilité

durant le stockage (Bruno, 2012).

Dautres criteres essentiels interviennent apres 1’ingestion du probiotique. Ces critéres sont
influencés par des facteurs intrinséques a la souche, ainsi que par ceux liés a I’hote. Parmi eux, on
retrouve notamment la résistance a 1’acidité gastrique, aux sels biliaires, et au potentiel redox. Par
ailleurs, I’interaction avec la flore microbienne endogéne peut entraver la survie des probiotiques au

sein du tube digestif (Marteau et al., 2003).

Pour étre efficaces, les souches probiotiques doivent survivre au passage dans le tractus gastro-
intestinal et étre capables de se développer dans I’intestin. Ainsi, le choix du vecteur ou du support
dans lequel elles sont administrées joue un réle crucial dans le maintien de leur viabilité jusqu’a leur

site d’action (Marteau et al., 2003).

Face a ces défis, de nouvelles stratégies d’encapsulation ont été développées. Elles visent a
protéger les micro-organismes probiotiques, notamment contre 1’action inhibitrice du suc gastrique,

afin d’en améliorer la stabilité et I'efficacité dans le systeme digestif.

Tableau 3 : Récapitulatif des différents criteres de sélection des probiotiques (Ganguly et al.,
2011).
e Historique de non pathogeénicité (GRAS)
e Souche d’origine humaine ou alimentaire
e Souche caractérisee par des méthodes phénotypiques et
Critéres de sécurité genotypiques
e Souche déposée dans une collection de culture internationale
e Aucune possibilité de transmission de génes de résistance
aux antibiotiques

e Pas de deshydroxylation des sels biliaires
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Critéres fonctionnels

Criteres technologiques et

organoleptiques

Tolérance a I’acidité
Tolérances a la bile
Antagonisme vis-a-vis des pathogénes et production de

substances antimicrobiennes

Adhésion a diverses lignées de cellules intestinales et/ou au

Mmucus

e Stimulation du systeme immunitaire

produits finaux.

e Conservation des propriétés probiotiques et organoleptiques.

Stabilité tout au long du processus de production et dans les

11.4. Effets thérapeutiques des probiotiques et leurs métabolites sur la santé humaine

Tableau 4 : Les effets thérapeutiques des probiotiques et leurs métabolites sur la santé humaine

Activité probiotique

Antibactérien

Fourniture d’enzymes

(Otles, 2013)

Mécanismes

Libération d'acides
organiques, de peroxyde
d'hydrogene et de
bactériocines capables de
moduler la croissance et/ou
I'adhésion des agents
pathogénes ou d'autres
populations bactériennes au
niveau de la muqueuse

intestinale

Activité B-galactosidase
Activité A-galactosidase

Activité estérase

[21]

Effet sur la santé

Prévention et/ou prise en
charge des infections gastro-
intestinales ainsi que des

épisodes diarrhéiques.

Ameélioration de la digestion
et de la tolérance au lactose
chez les personnes
présentant une hypolactasie.

Optimisation de la digestion
et de la tolérance aux
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Composants cellulaires
immuno- modulateurs et /
ou activité anti-

inflammatoire

Activité anti- tumorales

Les exopolysaccharides, les
acides lipotéichoiques et
d'autres composés bactériens
sont en mesure de moduler la
réponse immunitaire de
I’hote. Ils peuvent notamment
favoriser la libération d’IgA
sécrétoires ou de défensines,
activer les récepteurs Toll-
like, renforcer 1’activité
cytotoxique des lymphocytes
T, stimuler la phagocytose par
les neutrophiles et les
macrophages, ainsi que
réguler la sécrétion de
cytokines pro- ou anti-
inflammatoires selon les
besoins immunitaires de
I’organisme.

Inhibition des activités
enzymatiques
procancérogenes
(Bglucuronidase,
nitroréductase, azoréductase)
par les populations

bactériennes de 1I’IM

[22]

galactosides tels que la
raffinose, la stachyose et
ceux présents dans le soja.

Hydrolyse des polyphénols
par déglycosylation,
facilitant leur assimilation.

Prévention et/ ou prise en
charge des infections
bactériennes et virales
locales et systémique.
Diminution de la
symptologie chez les
personnes allergiques.
Diminution de
I’inflammation chez les
sujets Présentant des
pathologies inflammatoires
(MICI,NEC, pathologies

autolmmunes. ...etc

Diminution du risque de

cancer colorectal
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stimulation de 1’apoptose

antioxydant/antiinflammatoire

activités liaison mutagéene

Augmentation des polyamines Stimule la croissance de la

Activité trophique ) ) )
(saccharomyces boulardi)  muqueuse intestinale

11.5. Le microbiote intestinal et les probiotiques

Le microbiote humain constitue un écosysteme complexe, comprenant entre 1 000 et 1 150 especes
bactériennes, pour un total estimé entre 10** et 10'* micro-organismes. La plus grande diversité et
densité bactérienne se situe au niveau de ’iléon distal et du colon. A la naissance, le tractus intestinal
est stérile ; sa colonisation débute dés I’accouchement et se poursuit avec les premiers repas. Apres
la petite enfance, la composition du microbiote tend a se stabiliser, bien qu’il conserve une grande

capacite de résilience face aux perturbations.

Chez les individus sains, la flore bactérienne est peu abondante dans 1’estomac et le jéjunum en
raison de la motilité intestinale et de 1’acidité gastrique. L’iléon terminal représente une zone de
transition, avec une augmentation progressive de la charge bactérienne, jusqu’a atteindre 10° UFC/ml
pres de la valve iléo-caecale, dominée par des bactéries Gram négatif et anaérobies. Dans le cblon, la
concentration atteint jusqu’a 10> UFC/ml, avec une prédominance de bactéries anaérobies strictes
telles que Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus et Clostridium, surpassant largement les

aérobies.

La distribution des bactéries varie également selon la proximité de la muqueuse ou de la lumiére
intestinale. Le microbiote intestinal exerce un réle fondamental dans de nombreuses fonctions:
nutrition, maintien de I’intégrité de la barriere épithéliale, immunité muqueuse, motilité intestinale,
métabolisme de I’hote, et méme régulation de I’humeur et du comportement. Les altérations de cet
équilibre (dyshioses) ont été associées a divers états pathologiques, bien que la nature causale de ces

liens reste parfois a clarifier (Otles, 2013).
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11.6. Les bactéries lactiqgues comme probiotiques
11.6.1. Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) sont des micro-organismes a Gram positif, généralement de forme
coccoide ou bacillaire. Elles sont non sporulées, présentent une bonne tolérance aux environnements
acides et sont principalement reconnues pour leur capacité a produire de ’acide lactique a partir de
la fermentation des sucres. Parmi les espéces les plus couramment étudiées, on retrouve
Lacticaseibacillus rhamnosus GG, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

casei, Lacticaseibacillus casei LA1, et Lactobacillus gasseri, entre autres (Varela-Pérez et al., 2022).

11.6.2. Le processus de fermentation

La fermentation est un processus biochimique au cours duquel des micro-organismes tels que les
bactéries, les levures ou les moisissures transforment des composés organiques complexes en
substances plus simples, souvent dotées de propriétés bioactives, fonctionnelles et nutritionnelles. Ce
mécanisme repose sur 1’action d’enzymes et de catalyseurs microbiens. Selon la voie métabolique
empruntée, la fermentation se divise généralement en quatre types principaux : alcoolique, lactique,

acetique et alcaline (Varela-Pérez et al., 2022).

Tableau 5 : Les voies de fermentation lactique (Mannaa, Han, Seo, et Park, 2021)

Le type de fermentation Le mécanisme L’espeéce
) . Convertit les sucres en acide )
Fermentation acétique . Acétobacter

acétique
Convertit les sucres en acide
lactique (voie homofermentaire) et
parfois avec d’autres en faible

. : concentration CO2, acides Lactobacilles et

Fermentation lactique

organiques, éthanol. (voie streptocoques

hétérofermentaire)

) ) Convertit les sucres en éthanol et Levures et moisissures
Fermentation alcoolique
en CO2
Convertit les protéines en acides Bacillus et staphylocoques

Fermentation alcaline o ]
aminés et en ammoniaque.
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11.6.3. La fermentation lactique

Les bactéries lactiques (LAB) sont des micro-organismes a Gram positif reconnus comme les
principaux producteurs industriels strs d’acide lactique (AL). Ce dernier est synthétisé via la
glycolyse en conditions anaérobies, a partir de la métabolisation des hexoses et des pentoses. La
productivité et le rendement de cette production dépendent de plusieurs facteurs tels que le pH
(optimal entre 3,5 et 9,6), la température (entre 5 et 45 °C), la disponibilité de nutriments (acides
aminés, peptides, nucléotides, vitamines) et les souches bactériennes utilisees. Les genres bactériens
couramment impliqués dans cette fermentation comprennent Leuconostoc, Lactococcus,
Lactobacillus,  Pediococcus, Enterococcus,  Streptococcus, Vagococcus, Aerococcus,

Carnobacterium, Tetragenococcus, Oenococcus et Weissella.

Les LAB sont classées en deux groupes selon leur capacité fermentaire : les LAB
homofermentaires transforment le glucose quasi exclusivement en acide lactique, tandis que les LAB
hétérofermentaires produisent également de 1’éthanol ou de I’acide acétique, ainsi que du dioxyde de

carbone (Varela-Pérez et al., 2022).

Glucose

ATP —| i~ ATP
. ,_‘) - ]
ADF Yy ADE

Glucose-6-P L NAD

/ ~ NADH
/ 4

Fructosc-6-P 6-Phosphogluconate
l/_. ATP ¥ NAD
I ie~ NADH
e v —Co,
Fructosc-1.6-bisP Xyvlulose-5-P
/ ¥ 4
Glyvceraldehyde-3-P = » Dihydroxyacetone-P Glyceraldehvde-3-P Acctvl-P
2NAD" - IADP NAD" - i~ 2ADP NADH-
=~ 4ATP . Frm oprp NAI A
NADH="( N ai0 NADH '\ 0 NAD™='o
2 Pyruvate Pyruvate Acctaldehyde
|~ 2NADH i~ NADH = NADH
(1) (O @)
|~ o SN o
v~ 2ZNAD v NAD y = NAD
2 Lactate Lactate Ethanol

Figure 11 : Voie métabolique des bactéries lactiques homofermentaires (ligne continue) et

hétérofermentaires (lignes pointillée) (Wee, Kim, & Ryu, 2006)
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11.6.4. Quelques propriétés technologiques et nutritionnelles des bactéries lactiques
Tableau 6 : Quelques propriétés technologiques et nutritionnelles des bactéries lactiques
(Otles, 2013)

Avantages Fonctionnalités

Conservation des aliments  Production des bactériocines, modification du pH , production du

peroxyde d’oxygene ...

_ Formation des exopolysacharides, des acides organiques, des
Organoleptiques . _
molécules aromatiques, production d’enzymes bénéfiques.

Technologique Résistance aux bactériophages, viabilité aux cours de transformation,

prévention du phénoméne over acidification...

Nutritionnel Production de macro et micronutriments, digestion des sucres,
réduction des toxiques et des antinutriments, sécrétion de galactase et

lactase, réduction de la production des aminés biogenes
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11.7. Les facteurs influencent sur les probiotiques (du processus jusqu’a la consommation)

disponibilités des nutriments
toxicité des sous-produits
oxygene dissous dans le substrat
biomasse finale

Fermentation

contraintes meécaniques

‘ additifs utilisés lors de la
L A congélation/séchage

a trés basse/haute température
stress oxydatif

Traitement ultérieur

flux d’aire
stress oxydatif
Stockage ) e compétition avec d'autres micro-
organismes
température,
Disponibilité de I’eau

faible pH dans I'estomac

action des enzymes digestives
disponibilité limitée de glucides
présence de sels biliaires

Gastro-intestinal

Figure 12 : Les facteurs influencent sur les probiotiques (Pejcz, 2024)
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Chapitre I1 : Généralité sur encapsulation

L'encapsulation est une technique largement utilisée dans de nombreux secteurs, notamment dans
I'agroalimentaire, la pharmacie et la cosmétique. Elle permet de protéger des substances bioactives,
sensibles aux conditions environnementales, telles que I'hnumidité, la chaleur ou I'oxydation.
L’objectif principal de cette technologie est d’assurer une protection optimale des ingrédients tout en
permettant une libération controlée et ciblée. Ce chapitre explore les différentes méthodes
d’encapsulation, les matériaux utilisés et les avantages qu’elles offrent pour améliorer la stabilité et

I’efficacité des bioactifs dans diverses applications industrielles.

l. Histoire de I’encapsulation

L’encapsulation a vu le jour dans les années 1950 aux Etats-Unis, initialement dans le domaine de
I’imprimerie, avec le développement du papier autocopiant sans carbone, ¢galement appelé papier
"autocollant” (Green et Scheicher, 1955). Rapidement, cette technologie a trouvé d’autres usages,
notamment pour masquer le goQt désagréable de certains ingrédients, ou encore pour transformer des
substances liquides en formes solides.

A partir du milieu des années 1980, 1’encapsulation a été exploitée dans la communication
olfactive. C’est ainsi qu’ont émergé des encarts parfumés dans les magazines, servant & promouvoir
des produits tels que les parfums, savons, adoucissants ou détergents. Ces supports publicitaires
utilisaient des encres spéciales contenant des microcapsules de parfum, libérant leur contenu
lorsqu'elles étaient frottées (Nelson, 2002).

L’encapsulation a ensuite été développée dans le secteur agroalimentaire, notamment pour
masquer le go(t peu agréable de certaines vitamines ou pour solidifier des substances liquides. Elle
permet également de protéger les principes actifs contre 1’oxydation - comme les ardbmes -ou
I’humidité, dans le cas du sel ou du sucre (Augustin et al., 2001 ; Heinzen, 2002).

Au cours des vingt derniéres années, la microencapsulation a suscité un intérét croissant dans
divers domaines de la recherche fondamentale (pharmaceutique, chimique, cosmétique et
alimentaire), ainsi que dans de nombreuses applications industrielles (Gouin, 2004 ; Madene, 2006).

1. Définition de I’encapsulation

L’encapsulation est une technique qui consiste a piéger ou a enrober une substance, ou un mélange
de substances spécifiques, a I’aide de matériaux appropriés. Les substances encapsulées peuvent étre
liquides, solides ou gazeuses, et sont généralement des principes actifs sensibles ou instables face a

certains facteurs environnementaux. Cette méthode permet également la vectorisation ciblée de ces
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substances, ou encore la modification de leur état physique, comme la transformation d’un liquide en

solide (Kerdudo, 2014).

Dans le domaine de I’encapsulation, on distingue principalement deux types de particules, en fonction

de leur taille :

v’ Les microparticules

v’ Les nanoparticules

Selon Benoit et al., (2013), la taille des microparticules varie entre 1 um et 1000 pum, tandis que
Thies (1987) a proposé une définition plus restreinte, situant leur taille entre 1 um et 500 pum.
En conséquence, toute particule dont le diamétre est inférieur a 1 um est considérée comme une

nanoparticule.

I1l.  Intérét de I’encapsulation
Dans divers secteurs d'application tels que l'alimentaire, le pharmaceutique, ou encore le

cosmétique, l'encapsulation est utilisée pour confiner des matériaux (principe actif, PA) dans une

particule, avec les objectifs suivants :

» Immobilisation ou isolation
L’immobilisation est fréquemment appliquée aux cellules microbiennes (Zhu, 2007). Le
confinement de ces cellules au sein d’une membrane semi-perméable permet de les isoler
physiquement du milieu extérieur tout en préservant un environnement interne optimal pour leur
croissance et leur métabolisme, ce qui favorise une activité maximale (Poe, 2000).

» Protection
De nombreux composés actifs, étant sensibles aux facteurs externes, nécessitent une protection.
L'encapsulation joue ici un role crucial en les protégeant des contraintes environnementales. Par
exemple, les vitamines E et C sont souvent encapsulées afin de les protéger contre la dégradation
causée par la lumiere, la chaleur ou l'oxygéne (Dubernet et al., 1991 ; Stevanovi¢ et al., 2007).
Cette technique est également utilisée dans le domaine médical, notamment pour I'encapsulation
de bactéries probiotiques, offrant ainsi une protection contre les conditions des tractus gastro-
intestinal (Chavarri et al., 2010).

> Libération
L’industrie textile utilise la micro-encapsulation pour limiter I'évaporation des molécules volatiles
et garantir une action prolongée. Par exemple, des textiles en coton peuvent contenir des

insecticides encapsulés, comme I'huile essentielle de citronnelle (Specos et al., 2010).
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> Structuration

L’encapsulation d’un composé liquide dans des microparticules solides permet de modifier 1’état

physique de la substance, la transformant de I'état liquide a solide (Fuchs et al., 2006).

Pour atteindre ces objectifs, plusieurs critéres sont essentiels afin qu’un systéme d’encapsulation soit

efficace, notamment dans un cadre alimentaire (McClements et al., 2007):

V.

L’utilisation de méthodes respectant les principes de la chimie verte, c’est-a-dire sans recours a
des solvants organiques toxiques comme les acides organiques, 1’acétate, le lactate, ou 1’éthanol
(Tamer, 2016).

Le systeme doit étre capable d’incorporer des composés bioactifs dans des matrices alimentaires
stables physico chimiquement, tout en minimisant I'impact sur les propriétés organoleptiques du
produit final (Donsi et al., 2011).

Il doit protéger les composés encapsulés contre les interactions avec d’autres ingrédients
alimentaires ainsi que contre la dégradation due a la lumiere, la température ou le pH
(McClements et al., 2007).

Le systéme doit optimiser I’absorption des composés lors de la consommation et permettre une
libération contrdlée en réponse a un stimulus environnemental spécifique (Tamer, 2016 ;
McClements et al., 2007).

Le systéme doit étre adapté a une production a 1’échelle industrielle (Donsi et al., 2011 ; Donsi
et al., 2010).

Domaines d’application de I’encapsulation

L’encapsulation représente une technique innovante permettant la conception de produits a haute

valeur ajoutée dans de nombreux secteurs. La figure 14 illustre la répartition, en pourcentage, de son

utilisation selon les domaines d’application. Il en ressort que le domaine pharmaceutique domine

largement avec 68 % des applications, suivi par I’agroalimentaire (13 %) et la cosmétique (8 %). En

revanche, certaines branches comme 1’¢lectronique — a 1’exemple des textiles intelligents — ne

représentent qu’une faible part, soit environ 1 % (Abdallaoui, 2018).

[31]



Chapitre I1 :

Généralité sur ’encapsulation

%
|

= medicaments

wm

o
R

alimentaire
cosmeétique
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Figure 13 : Représentation graphique de la répartition de I'utilisation de I'encapsulation dans les

différents domaines d'application(Abdallaoui, 2018)

L’encapsulation trouve sa place dans une grande diversité de secteurs, grace a sa capacité a
répondre a des besoins spécifiques selon les contextes d’utilisation. Chaque procédé d’encapsulation
est choisi en fonction de plusieurs parametres bien définis : la nature du principe actif a encapsuler,
la taille des particules souhaitée, le domaine d’application visé (cosmétique, pharmaceutique,
agroalimentaire, peinture, etc.), la vitesse et les conditions de libération désirées, les rendements

attendus, ainsi que les contraintes techniques et économiques liées a la production (Akdim, 2017).

Le tableau 07 ci-dessous présente quelques exemples illustrant les principales applications de
I’encapsulation dans divers domaines.
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Tableau 7 : Exemples d'applications des micro-encapsulations (Madene, 2006 ; Vandamme et al.,
2007).

Domaines d’applications Exemples de composés encapsulés
) o Antibiotiques, contraceptifs, enzymes, vaccins, bactéries, vitamines,
Pharmacie et médical . L .
mincraux, antigenes, anticorps. ..
Parfums, huiles essentielles, anti transpirants, agents bronzants,
Cosmeétique cremes solaires, colorants capillaires, baumes démélants, mousses a
raser...
) ] Huiles essentielles, graisses, épices, ardmes, vitamines, minéraux,
Alimentaire . .
colorants, enzymes, levures, micro-organismes. ..
Agriculture Herbicides, insecticides, engrais, répulsifs, hormones végétales...
) ) Enzymes immobilisées, microorganismes, cellules vivantes, cellules
Biotechnologie o . ] ) -
artificielles, cultures tissulaires, composés nutritionnels. ..

Catalyseurs, enzymes, additifs pour plastiques, eau (platre et béton),
inhibiteurs de corrosion, retardateurs d’incendie, colorants et

Chimie pigments, agents UV protecteurs, parfums, huiles essentielles, agents
lubrifiants. ..
Adoucissants, antistatiques, agents décolorants, agents moussants,
Détergents
silicones, cires, détachants...
Colorants, parfums, pigments, bactéricides, fongicides, répulsifs
] d’insectes, agents antistatiques, retardateurs d’incendie, agents
Textile imperméabilisants, adhésifs, composés bioactifs médicaux, composés
bioactifs cosmétiques
Colorants, pigments, parfums, révélateurs, cristaux liquides, toners,
Graphismes et impression composés photosensibles... Halogénures d’argent, pigments,
photographie colorants, composés photo polymérisables, révélateurs pour

photographies couleurs, plastifiants...

) Cristaux liquides, matériaux semi-conducteurs, adhésifs, agents de
Electronique o
séchage, retardateurs de flammes, antistatiques...
) . Microorganismes, substrats, détoxifiants, déchets liquides
Traitement des déchets o ) . . ) L
(solidification), dechets industriels a risques, déchets radioactifs
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V. Procédés d’encapsulation

Il existe plusieurs méthodes permettant d'encapsuler des composés bioactifs. Le choix de la
technique la plus adaptée dépend principalement du type de matériau utilisé ainsi que des propriétés
souhaitées pour le produit final. Un élément clé a prendre en compte est la nature du matériau
constituant la paroi de la capsule, car celui-ci influence fortement I’efficacité de 1’encapsulation et les
propriétés de la substance encapsulée. Il est donc essentiel de le sélectionner avec soin (Dias et al.,
2017).

Les procédés industriels d’encapsulation peuvent étre classés selon différents critéres (Richard &

Benoit, 2000) :

= [’utilisation ou non d’un solvant organique ;
= Lanature du milieu dispersant (liquide, gazeux ou supercritique) ;
= L’usage de polyméres préformés, de lipides ou de monomeéres ;

= Le type de procédé employé pour réaliser I'encapsulation.

Cette derniére classification, basée sur le principe de fonctionnement du procédé, est la plus

couramment utilisée. Elle permet de regrouper les procédés en trois grandes catégories (Bile, 2015):

> Les procédés mécaniques

Ils reposent sur des techniques de séchage ou de solidification de gouttelettes contenant 1’ensemble

des composants nécessaires a la formation des particules encapsulées.

» Les procédés chimiques

Ces méthodes impliquent la formation simultanée de la membrane (ou matrice) et 1’encapsulation du
principe actif. Contrairement aux procédés mécaniques, ils ne font pas appel a des matériaux

enrobants déja formés.
> Les procédeés physico-chimiques
Ces techniques exploitent :

= La solubilité des agents enrobants, modulée par des variations de conditions physiques
(température, pH, ajout de non-solvant ou de polymeére incompatible) ;

= Des changements d’état tels que la fusion puis la solidification des agents encapsulants (Bile,
2015).
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Incorporation de l'actif

Etat liquide (Solution, biphasique) Etat solide

Dispersion

Liquide dans l'air Liquide dans liquide Enrobage/agglomération
prill{\ émul?(\ Lit d’air fluidisé
nébulisation microémulsion

Stabilisation
solidification

solidification gélification coacervation = .
evaporation

séchage polymérisation coalescence

Physicochimie Physique

Figure 14: Méthode de préparation(Microencapsulation, 2022)

VI.  Les techniques d’encapsulation les plus courantes, leurs avantages et leurs

inconvénients

Tableau 8 : Les techniques d'encapsulation les plus courantes, leurs avantages et leurs
inconvénients (Koh et al., 2022)

Propriétés de

Méthodes Avantages Inconvénients
I’encapsulation
- Monodispersité des - Génere des perles de taille
particules, garantissant relativement importante,
Produit des capsules une taille homogene. peu adaptées a certaines
d'une taille de 100 um - Procédé simple et doux, applications fines.
. préservant I’intégrité des -  Processus de solidification
_ a 3mm. Peut substances actives. lent, limitant la rapidité de
Extrusion encapsuler des - Peut étre réalisé aussi production.
(gélification composés hydrophiles bien en conditions - Peu adapté a la production
ionique externe) gt hydraphobes aer_obles qu’anaerobles. a grande ech(_elle, en raison
- Faible colt de ses contraintes
Mlipophiles d’exploitation, rendant techniques.
le procédé - Nécessite une étape
économiquement supplémentaire de séchage,
avantageux. ce qui augmente le temps
- Taux de survie élevé des et les codts de traitement.

probiotiques, assurant
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Emulsion
(gélification

ionique interne)

Coacervation
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hydrophobes

Produit des capsules
d'une taille de 5 & 150
pm. Encapsule des
composeés hydrophiles

et hydrophobes.

une meilleure efficacité
fonctionnelle.

Procédé simple a mettre
en ceuvre, ne nécessitant
pas d’équipements
complexes.

Génere des perles de
petite taille, adaptées a
diverses applications
industrielles.
Compatible avec une
production a grande
échelle, idéal pour les
procédés industriels.
Assure un taux de
survie élevé des
bactéries, favorable a
I’encapsulation de
probiotiques.

Processus simple et
doux.

Adapté au secteur
agroalimentaire

Offre une efficacité
élevée d'encapsulation
Permet une libération
contrélée des composés
encapsulés

Manodispersité.
Processus rapide et
continu Faible colt
d’exploitation.
Convient a la

production de masse.
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- Particules polydisperses

- Cott d’exploitation élevé

- Instabilité
thermodynamique des
émulsions classiques

- Inadaptée aux matrices
alimentaires pauvres en
matieres grasses

- Nécessite un séchage
supplémentaire

- Codt opérationnel éleve.

- Ne convient pas a la
production en grande
guantité.

- Les protéines d'origine
animale sont couramment
utilisées.

- Stabilité limitée a un pH,
une force ionique et une
plage de température
spécifiques.

Faible viabilité cellulaire.
Produit des perles avec une

faible uniformité

Les biomatériaux utilisés

doivent
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applications alimentaires.
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continu et doux, avec un
faible codt
d'exploitation.
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production de masse et
promet une libération
contrblée de
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- Processus léger Faible
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production de masse
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température
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Codt d'exploitation élevé. Ne
convient pas a la production de
masse. Des cryoprotecteurs

sont nécessaires.

- Faible efficacité

d'encapsulation.

- Libération rapide des

probiotiques encapsulés.

- Des conditions de stockage

spécifiques peuvent étre
nécessaires.

Processus lent Les
probiotiques doivent étre

pré-encapsulé et séché
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Cette illustration (Figure 15) présente différentes techniques d’encapsulation permettant
d’emprisonner un matériau actif dans une matrice ou une coque protectrice. On y retrouve plusieurs
méthodes telles que le séchage par atomisation, la lyophilisation, I'extrusion, la coacervation,
I’émulsification, et I’enrobage en lit fluidisé. Ces techniques aboutissent a divers types de structures
. réservoir, matrice simple ou matrice enrobée, en fonction du procédé utilisé et des matériaux

impliqués.
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Figure 15 : Les différents techniques d'encapsulation (Hanumantharaju et al., 2021)

VIl. Microparticules obtenues

Les microparticules sont des systemes colloidaux principalement développés pour des applications
thérapeutiques. Leur composition et leur structure varient selon les matériaux utilisés et les objectifs

recherchés.

VII.1. Taille

La taille des microparticules dépend a la fois de la technique d’encapsulation choisie et des
dimensions du principe actif. En général, ces particules ont une taille comprise entre 1 et 2000 pm.
Lorsque la taille est inférieure a 1 pum, on parle alors de nanoparticules, que 1’on distingue en
nanocapsules ou nanosphéres. A I’inverse, lorsque la taille dépasse les 1000 um, il s’agit de
macroparticules (Jyothi et al., 2010 ; Whelehan et al., 2011).
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VI11.2. Structure interne

Les microparticules polymériques peuvent présenter principalement deux types de structures internes

distinctes, comme le montre la figure 16 :

Microcapsules Micropshéres

Subst Substance
i dispersée
encapsulée
Matrice de
Membrane _
du polymére polymeére

Figure 16 : Illustration schématique des différentes morphologies possibles des microparticules
(Giraud, 2002).

e Les systemes vésiculaires (microcapsules) Les microcapsules sont des systemes de type
réservoir, composés d’un noyau - le plus souvent huileux - entouré d’une enveloppe polymérique.
Cette structure permet d’emprisonner un principe actif pouvant étre liquide, solide ou gazeux (Qv
etal., 2011). Ces systémes présentent des taux d’encapsulation particulierement élevés, atteignant
entre 85 et 90 % de la masse totale de la microparticule (Richard, 2000). Bien qu’on les représente
souvent sous forme sphérique, les microcapsules peuvent également adopter une morphologie

ovoide.

Figure 17 : Photographie obtenue par MEB d'une solution de microcapsules (Pisani et al., 2006).
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e Les systemes matriciels (microsphéres)

Les microsphéres sont des systémes de forme sphérique constitués d’une matrice polymérique ou
lipidique continue, au sein de laquelle le principe actif (PA) est soit dissous, soit dispersé (Boukhouya,
2019). Le taux d’encapsulation, défini comme le rapport entre la masse de principe actif et la masse

totale des microparticules, se situe généralement entre 20 % et 35 % (Benyahiya et al., 2006).

A. eel-.-oﬂa“‘\q AV Xa.e0k i Een B_ . ok m!’./“.‘
Figure 18 : Photographie obtenues par MEB : A. Microsphére ou le PA est dissout dans la
matrice(Jeong et al., 2003) ; B. Microsphére ou le PA est dispersé dans la matrice (Yang et al.,

2001)
VI1.3. Quantification de I’actif encapsulé

Le principe actif incorporé dans les microparticules peut étre évalué a travers plusieurs parametres
(Gupta et al., 2001 ; Shu et al., 2006). Le plus couramment utilisé est le rendement d'encapsulation

(également appelé encapsulation yield en anglais), qui se calcule selon la formule suivante :

, . masse de microsphére obtenuesen g
Rendement d' encapsulation = x 100

masse de polymeéres + PA introduits en g

Il est aussi utilisé la teneur en principe actif (loading en anglais) ou taux d’encapsulation, qui est
défini comme :

. masse de PA encapsuléen g
Teneur en PA = Taux d'encapsulation = x 100

masse de particulesen g
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Enfin, I’efficacité d’encapsulation (encapsulation efficiency en anglais) est également un paramétre

utilisé lors de la réalisation de microparticules :

. .. masse de PA encapsuléeng
Efficacité = - - x 100
masse de PA introduiten g

VIIl. Matériaux utilisés pour I’encapsulation

Le choix d’un matériau d’enrobage adapté représente une étape essentielle dans le processus
d’encapsulation. Cette sélection dépend de plusieurs facteurs : les propriétés souhaitées des
microparticules (telles que la taille, la charge, la porosité, la dégradabilité, ou encore la résistance
mécanique), les caractéristiques du principe actif a encapsuler (comme la solubilité, la polarité et la
stabilité), ainsi que les conditions de libération ciblées (pH, température, force ionique) (Gharsallaoui
et al., 2007 ; Davidov-Pardo et al., 2015).

Les propriétes intrinséques du polymere utilisé - notamment sa non-toxicité, sa biodégradabilité,
sa stabilité, ses aptitudes mécaniques et filmogénes, ainsi que son codt - sont des critéres déterminants
(Gharsallaoui et al., 2007 ; Sharif et al., 2017). Le polymeére joue un rdle crucial dans la libération
controlée de I’actif, en assurant qu’il soit délivré au bon site, a la concentration requise et pendant la

durée souhaitée (Ma et al., 2014).

Dans le secteur agroalimentaire, les polymeres utilisés doivent figurer sur une liste d’additifs
autorisés, étre approuvés par des organismes tels que la FDA ou I’AFSSA, étre comestibles, non

réactifs, inodores ou au godt neutre, et présenter un codt raisonnable (Madene, 2006).

Le tableau ci-aprés présente les principaux polyméres d’origine naturelle couramment utilisés en

micro encapsulation dans 1’industrie alimentaire.
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Tableau 9 : Polyméres naturels utilisés en micro-encapsulation dans le domaine d'alimentaire
(Renard et Reddy, 2007).

Origine polysaccharide Protéine Lipide
Amidon Gluten (blé) Huile de palme
e hydrogénée
Cellulose et dérivés
i Huile de ricin
Pectine o
Végétale hydrogénée
Gomme arabique R )
Lécithine (soja)
Gomme caroube .
Cires
Gomme guar
Carraghénane
Marine Alginate
Agarose
Microbienne ou  Dextran Caséines
animale . .
Chitosan Protéines de

lactosérum
Gomme gellane

Collagéne. Gélatine.
Gomme xanthane

Albumines

Parmi tous les matériaux, les plus largement utilisés en micro-encapsulation dans le domaine agro-

alimentaire sont :

VII1.1. Polysaccharides

Les hydrocolloides de type polysaccharidique ont démontré leur efficacité dans le domaine de la
microencapsulation, en particulier dans les procédés de séchage par atomisation des principes actifs
(O’zglir et Mustafa, 2005 ; Madene, 2006).

[42]



Chapitre I1 : Généralité sur encapsulation

Parmi les polysaccharides les plus utilisés dans 1’industrie agroalimentaire, on retrouve 1’amidon,

les maltodextrines, la gomme arabique, le chitosane et la pectine. Ces matériaux présentent de

nombreux avantages : une grande diversité, une bonne capacité de fixation des principes actifs, une

faible viscosité méme a haute concentration, une bonne solubilité dans 1’eau et un cotit relativement

bas. Ils peuvent jouer un double role : servir de matrice d’encapsulation et agir comme agents

stabilisants d’émulsions pour d’autres matériaux d’enrobage (Nesterenko, 2012).

a. Polysaccharides d’origine végétale

Amidon

L’amidon et ses dérivés (amidon modifié, cyclodextrines) sont largement utilisés dans le secteur
agroalimentaire pour la protection et la rétention des composés volatils. Ils peuvent étre
employés a la fois comme matériaux d'encapsulation et comme agents stabilisants d’émulsion
(Kerhaili, 2005 ; Shaikh et al., 2006 ; Murua-Pagola et al., 2009).

De nombreuses recherches ont été menées pour améliorer les propriétés technologiques et
fonctionnelles des amidons natifs. Ainsi, de nouveaux amidons ont été développés par
modifications physiques ou chimiques telles que la réticulation, la stabilisation ou encore la
pré-gélatinisation (Boutboul et al., 2002).

Maltodextrines

Issues de I’hydrolyse acide ou enzymatique de 1’amidon, les maltodextrines se distinguent par
leur valeur en dextrose équivalent (DE), indicateur du degré d’hydrolyse des polymeéres
d’amidon (Madene, 2006).

Selon Apintanapong et Noomhorm (2003), les maltodextrines offrent un bon compromis entre
efficacité technologique et codt. Elles se caractérisent par une saveur douce, une faible viscosité
méme a forte teneur en matiére séche, et sont disponibles avec différentes masses molaires.
Toutefois, leurs principales limites résident dans leur faible pouvoir émulsifiant et leur capacité
limitée a conserver les composés volatils (Reineccius, 1991).

Gomme arabique

La gomme arabique est largement utilisée dans 1’industrie agroalimentaire, notamment pour
I’encapsulation des aromes. Elle est issue de 1I’exsudat de séve obtenu par incision du tronc ou

des branches de certaines especes d’Acacia, principalement Acacia senegal.

Elle se distingue par sa bonne solubilité, sa faible viscosité, ses propriétés émulsifiantes et sa

capacité a stabiliser les composés volatils, ce qui la rend compatible avec la majorité des
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techniques d’encapsulation. Toutefois, son cott élevé par rapport a la maltodextrine et la

fluctuation de sa disponibilité limitent son usage industriel.

Pour surmonter cette contrainte, la gomme arabique est souvent combinée a la maltodextrine.
De nombreuses études ont démontré 1’efficacité de ce mélange dans la protection et la rétention

des principes actifs encapsulés (Kenyon, 1995 ; Shiga et al., 2001 ; Madene, 2006).

= Pectine

La pectine est un polysaccharide naturel extrait de différentes sources végétales telles que les
pépins de tomates, les écorces d’agrumes, les pulpes de pommes ou encore les betteraves
(Ridley et al., 2001). Elle est constituée principalement d’une chaine d’acides pectique et
pectinique. Ce polymeére est naturellement présent dans la paroi cellulaire des plantes, ou il

assure 1’adhésion entre les cellules (Field, 2011).

D’apres Oliveira et al. (2007), I'encapsulation de Lactobacillus acidophilus dans un lit fluidisé
a base de pectine a permis de maintenir la viabilité des probiotiques jusqu’a 90 jours a 7 °C.
Par ailleurs, plusieurs travaux (Cucheval, 2009 ; Marcela et al., 2012 ; Benyahia et al., 2016)
ont mis en évidence le potentiel du complexe pectine-caséine comme biopolymeére
d’encapsulation. Ce complexe, biodégradable et siir pour I’usage alimentaire, est formé par des
interactions ioniques entre la pectine (chargée négativement a pH élevé) et la caséine (chargée

positivement a un pH inférieur a son point isoélectrique).

b. Polysaccharides marins

= Alginate

Les alginates, extraits principalement d’algues brunes, sont couramment utilisés comme agents
épaississants, gélifiants, émulsifiants et stabilisants dans de nombreux produits industriels,

notamment les gelées alimentaires ou les desserts lactés.

Ils sont également reconnus pour leur role de matrice dans 1’encapsulation de principes actifs
fragiles, tels que les médicaments, enzymes, microorganismes ou cellules (Draget et al., 2011
; Goh et al., 2012).
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Selon Krasaekoopt et al., (2004) et Cheow et al., (2013), I'encapsulation de probiotiques dans
des billes d’alginate améliore significativement leur viabilité. De plus, elle permet une
libération contrdlée de composés bioactifs, tels que les polyphénols comme la curcumine (Song
etal., 2012).

Généralement, les alginates sont associ€s a des ions calcium ou a d’autres biopolymeres comme
le chitosane, permettant la formation de matrices mixtes plus résistantes (Krasaekoopt et al.,
2006 ; Lopez et al., 2013).

c. Polysaccharides d’origine animale

= Chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire, souple, et structuré de maniere similaire a la
cellulose. Il est obtenu par N-déacétylation de la chitine, un polymére naturel abondant que 1’on
retrouve principalement dans les carapaces de crustacés comme les crabes et les crevettes
(Muzzarelli, 2013).

Grace a sa capacité a interagir avec divers composés et a former des gels, le chitosane est
couramment utilisé comme matériau d’encapsulation permettant un relargage contrélé des
substances bioactives (Rinaudo, 2006 ; Pillai et al., 2009).

Plusieurs études ont démontré ses atouts dans I’amélioration de la solubilité de composés
lipophiles comme la lutéine (Hong et al., 2016), ou encore dans la protection contre 1’oxydation
des antioxydants présents dans le thé vert (Sabaghi et al., 2015) ou des catéchines extraites du
Gambier (Kailaku et al., 2014).

Le chitosane peut également étre combiné a d’autres biopolyméres pour améliorer I'efficacité

des matrices d’encapsulation. Des associations efficaces ont ¢té observées avec :

- Des polysaccharides comme I’alginate (Krasaekoopt et al., 2006 ; Zou et al., 2011) et
I’amidon (Khosravi et al., 2014),
- Ou des protéines, notamment les proteines sériques telles que la p-lactoglobuline (Ha et

al., 2013) ou les caséines sous forme de caséinate (Anal et al., 2008).

Ces combinaisons permettent la formation de matrices d’encapsulation mixtes, plus
performantes et adaptées a une large gamme d’applications dans les domaines alimentaire,

pharmaceutique et nutraceutique.
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VII1.2. Protéines

Les protéines animales, telles que la caséine, ont été largement étudiées et ont démontré leur

efficacitée, notamment en raison de leur meilleure solubilitt a un large éventail de pH

comparativement aux protéines végétales. De plus, leur flexibilité les rend capables de se diffuser

plus rapidement a l'interface avec la matiére active, ce qui contribue & une meilleure stabilisation

(Can Karaca et al., 2015). Bien que les protéines animales possédent des qualités nutritionnelles

supérieures, les protéines végetales peuvent constituer une alternative viable. Elles présentent

plusieurs avantages, tels que leur co(t réduit, I'absence de risques sanitaires et leur disponibilité en
grandes quantités (Renard et Reddy, 2007 ; Vandamme et al., 2007).

a) Protéines végétales

Protéines de soja

Les protéines de soja sont actuellement l'une des protéines végétales les plus étudiées,
principalement parce qu'elles sont extraites d'une ressource abondante, peu codteuse et
renouvelable, et qu'elles contiennent une quantité importante de protéines (35 a 45 %) (Pastor-
Cavada et al., 2010 ; Huang et al., 2012). Ces protéines sont principalement constituées de
glycidine et de conglycine, et une fois isolées et purifiées, elles présentent une relative
hydrophilie, ainsi que des propriétés gelifiantes, émulsifiantes et tensioactives, idéales pour la
microencapsulation. Cela a été démontré par de nombreuses études, qui montrent la capacité des
isolats protéiques de soja a encapsuler une grande variété de matiéres actives (Nesterenko et al.,
2013 ; Sharif etal., 2017). Ces protéines sont aujourd'hui considérées comme I'une des meilleures
alternatives aux protéines laitieres dans ce domaine (Tang et Li, 2013). Les isolats protéiques de
soja (ISP) sont utilisés pour I'encapsulation de substances actives hydrophobes comme les huiles,
les phospholipides, le tocophérol, et la propolis (Nori et al., 2011 ; Nesterenko et al., 2014 ; Liu
etal., 2014 ; Tambade et al., 2020), ainsi que pour des actifs hydrophiles comme les hydrolysats

de caséine ou l'acide ascorbique (Mendanha et al., 2009 ; Nesterenko et al., 2014).

Protéines de pois

Les extraits de protéines de pois sont reconnus pour leurs propriétés gélifiantes et interfaciales

(Akintayo et al., 1999 ; Raymundo et al., 2005), ainsi que pour leur faible caractere allergéne

compareé a d'autres sources de protéines végétales (Ducel et al., 2004).
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Cependant, dans le domaine de la microencapsulation, les protéines de pois ont d'abord été
utilisées principalement en combinaison avec différents polysaccharides tels que la maltodextrine,
I'amidon ou la pectine. Ce n'est que récemment qu'elles sont considérées comme un matériau
d'enrobage unique. La méthode d'atomisation est géneralement utilisée pour ces protéines (Tamm
et al., 2016).

e Proteines de lentille et pois chiche

Les isolats de protéines de lentille et de pois chiche ont montré leur efficacité comme matériau
d'enrobage pour I'encapsulation, en raison de leurs propriétés tensioactives et émulsifiantes (Can
Karaca et al., 2011 ; Joshi et al., 2012). Avramenko et Karaca (Karaca et al., 2013 ; Avramenko
et al., 2016) ont encapsulé de I'huile de lin a l'aide de protéines de lentille et de pois chiche,
combinées a des maltodextrines, lI'un par gélification a froid (Avramenko et al., 2016) et l'autre
par atomisation (Karaca et al., 2013). Les rendements d'encapsulation obtenus sont trés
satisfaisants, atteignant environ 60 % par gélification a froid et plus de 80 % par atomisation. Quel
que soit le procédeé, I'encapsulation avec des isolats protéiques a permis de protéger I'huile contre

I'oxydation lors du stockage a température ambiante.

e Protéines de mais

La teneur en proteines des grains de mais varie entre 6 et 12 %, et les deux principales fractions
protéiques sont la zéine et la glutéline. La z&ine, une protéine de réserve appartenant aux
prolamines spécifiques aux céréales, est largement utilisée dans l'industrie alimentaire en raison
de ses propriétés antimicrobiennes et gélifiantes (Shukla et Cheryan, 2001). Plusieurs études (Xue
etal., 2013 ; Xu et Zhang, 2014 ; Cheng et Jones, 2017) ont démontré I'intérét de la zéine comme

matériau d'enrobage, en particulier dans les applications alimentaires.

e Protéines de blé et d'orge

Le blé et I'orge contiennent tous deux du gluten, un mélange protéique obtenu a partir de la
farine apreés extraction de I'amidon. Le gluten de blé est composé principalement de la gliadine et
de la gluténine, tandis que le gluten d'orge est constitué de glutéline et d’hordéine (Bietz, 1970 ;
Wang et al., 2011). Ces deux types de gluten possédent d'excellentes propriétés gelifiantes,
émulsifiantes et filmogénes (Sun et al., 2009), ce qui en fait des matériaux de choix pour la
microencapsulation. La gliadine et, plus généralement, le gluten de blé a été étudiés dans le

domaine de la microencapsulation depuis plusieurs années, d'abord en combinaison avec des
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polysaccharides (Ducel et al., 2004 ; Ducel et al., 2005), puis plus récemment en tant que matériau

d'enrobage unique (Liao et al., 2012), tout comme le gluten d'orge (Wang et al., 2011).

e Protéines de tournesol

Dans le domaine de la micro encapsulation, les isolats protéiques de tournesol ont montré des
performances intéressantes, notamment pour I'encapsulation de principes actifs hydrophobes par
atomisation. Des taux d'encapsulation élevés ont été obtenus, avec une efficacité supérieure a celle
des protéines de soja. Toutefois, en raison de la difficulté a trouver des isolats protéiques
commerciaux, ces protéines ne sont pas encore largement utilisées dans le secteur alimentaire
(Nesterenko et al., 2013 ; Nesterenko et al., 2014).

e Protéines de colza

Le tourteau de colza, un sous-produit de I'extraction des huiles végétales, contient une fraction
protéique composée principalement de globulines et d'albumines (Chabanon et al., 2007). Ces
protéines ont montré d'excellentes propriétés fonctionnelles, notamment émulsifiantes, gélifiantes
et filmogénes (Dong et al., 2011 ; Rodrigues et al., 2012). Wang et al., (2015) ont démontré que
ces isolats protéiques pouvaient étre utilisés comme matériau d'enrobage pour la fabrication de
microparticules de peptides par atomisation, avec des rendements satisfaisants et des taux
d'encapsulation variant entre 87 et 95 %. Les protéines de colza représentent ainsi un matériau
d'enrobage efficace et peu colteux pour des applications en micro encapsulation, notamment dans

le domaine alimentaire.

b) Protéines animale

Les protéines animales sont bien établies dans I'industrie alimentaire. Parmi les protéines
couramment utilisées, on trouve lI'albumine de sérum bovin, les protéines d'ceufs, le collageéne, la
gélatine, la caséine et les protéines de lactosérum (Davidov-Pardo et al., 2015). Cependant, ces

protéines présentent certains inconvénients, tels que :

- Leur codt plus élevé par rapport aux proteines végétales ;
- Un risque de contamination, notamment des maladies comme I'encéphalopathie

spongiforme bovine ;
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- Des restrictions d'utilisation alimentaires (régimes végétariens) et culturelles. C'est
pourquoi I'intérét pour les protéines vegétales comme matériau d'enrobage en

microencapsulation a considérablement augmenté (Davidov-Pardo et al., 2015).

Gélatine

La gélatine est obtenue par hydrolyse partielle du collagéne contenu dans les os et la peau
des animaux (Johnston-Banks, 1990). Elle est classée parmi les additifs alimentaires en tant que
stabilisant, gélifiant, émulsifiant, épaississant et support d'additifs (FAO et OMS, 1995), et est
utilisée pour stabiliser les mousses dans les produits laitiers (Duquenne et al., 2016). Selon une
étude de Thompson (2003), I'encapsulation de la curcumine par la gélatine permet de préserver
son activité antioxydante et d'augmenter sa concentration dans l'eau, ainsi que son activité
antimicrobienne contre L. monocytogenes, S. enterica, S. aureus et E. coli.
Caséines

Les caséines, en particulier la caséine asl, présentent une forte teneur en proline, ce qui leur
confére un caractére hydrophobe marqué. Cette propriété favorise leur auto-assemblage et leur
permet d’interagir efficacement avec des composés bioactifs hydrophobes comme la curcumine,
renforgant ainsi la stabilité de ce polyphénol (Sneharani et al., 2009). Par ailleurs, cette interaction
contribue a protéger les bioactifs thermosensibles contre les températures élevées (Yong et al.,
2010). La caséine as1 peut également stabiliser d’autres polyphénols, tels que la génistéine de soja
et le resvératrol (Bourassa et al., 2013).

La caséine B, quant a elle, contient deux résidus de tryptophane qui facilitent les interactions
hydrophobes avec divers bioactifs, en particulier les polyphénols. Elle a démontré une meilleure
capacité de stabilisation de la curcumine, du resvératrol et de la génistéine de soja comparée a la
caséine asl (Bourassa et al., 2013). D’aprés Forrest et al. (2005), la caséine B peut également
interagir avec la vitamine D via des interactions hydrophobes.

Les caséinates, dérivés de la solubilisation des caséines dans des milieux basiques, font
¢galement 1’objet de nombreuses études. Ils peuvent interagir avec la vitamine D (Semo et al.,
2007) et sont largement utilisés comme agents d’encapsulation et de stabilisation dans les
émulsions directes (Day et al., 2007 ; Nielsen et al., 2009). Leur efficacité a été demontrée pour
protéger 1’huile de poisson contre I’oxydation (Nielsen et al., 2009 ; Kosaraju et al., 2009). Par
ailleurs, en se liant aux oligosaccharides par conjugaison, les caséinates forment une matrice
efficace pour l'encapsulation de probiotiques tels que Bifidobacterium et Lactobacillus casei,
assurant leur protection contre la digestion gastrique et permettant leur libération ciblée au niveau

intestinal (Crittenden et al., 2006 ; Nag et al., 2011).
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Protéines sériques

La B-lactoglobuline est largement reconnue comme une matrice efficace pour 1’encapsulation
de composés bioactifs hydrophobes, tels que les ardbmes, les vitamines, les acides gras (Loch et al.,
2013), ainsi que certains polyphénols comme les catéchines (Zorilla et al., 2011). Selon Liang et
al. (2010), elle permet également 1’encapsulation de 1’acide folique, en réduisant sa photo
dégradation. Elle améliore par ailleurs la photo stabilité et la solubilité de composeés sensibles tels
que le resvératrol (Liang et al., 2008) et I’a-tocophérol (Liang et al., 2011 ; Relkin et al., 2012).

L’a-lactalbumine, autre protéine sérique d’intérét, a également été identifiée comme une bonne
matrice pour I’encapsulation de bioactifs. Elle interagit notamment avec des composés lipophiles
comme ’acide palmitique et le rétinol (Considine et al., 2014). Son hydrolyse enzymatique permet
la formation de nanotubes auto-assembleés, plus rigides que la protéine native, et résistants aux

procédés thermiques tels que la pasteurisation et la lyophilisation (Graveland-Bikker et al., 2006).

Les concentrés protéiques de lactosérum (WPC) sont couramment utilisés dans 1’industrie
alimentaire pour I’encapsulation. Ils améliorent, par exemple, la stabilit¢ de 1’a-tocophérol au
cours du stockage (Relkin et al., 2012). Les WPC sont aussi capables d'encapsuler des huiles
essentielles comme celles d’origan, ainsi que des ardmes provenant de la citronnelle, de la
marjolaine (Baranauskiené et al., 2006), ou encore d’arébmes acides comme celui du sumac
(Bayram et al., 2008). Grace a leur aptitude a former des hydrogels, ils peuvent encapsuler des
molécules hydrophobes telles que la caféine, en la protégeant des effets du séchage et de la
Iyophilisation (Gunasekaran et al., 2006). L'encapsulation du B-caroténe dans les WPC permet

¢galement d'en améliorer la stabilité face a I’oxydation (Lopez-Rubio et al., 2012).

Les isolats de protéines de lactosérum (WPI) représentent quant a eux des matrices
d’encapsulation particulierement performantes dans le domaine laitier. Ils permettent notamment
de stabiliser et de retenir efficacement les ardmes volatils, comme I’hexanoate d’éthyle (Giroux et
al., 2011). De plus, ils protegent les lipides contre 1’oxydation, tels que les huiles d’orange (Kim
etal., 1996), de lin (Partanen et al., 2008), d’avocat (Bae et al., 2008), de gingembre (Toure, 2007),
ou encore 1’huile de pépins de grenade (Comunian et al., 2020). L'encapsulation de la curcumine
via les WPI, grace a des interactions hydrophobes, améliore sa stabilité et préserve son activité

antioxydante face aux procédés de séchage (Liu et al., 2016).
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VIIL.3. Lipides

Une grande variété de lipides, tels que les graisses, les huiles, les glycérides, les phospholipides,
les glycolipides et les cires, peuvent étre utilisés comme matériaux d’enrobage dans les procédés
de micro encapsulation (Eldem et al., 1991 ; Muller et al., 2002). Les lipides tels que les
triglycérides, les caroténoides et les phytostérols sont capables de former une barriere protectrice
autour des molécules bioactives lipophiles. Cette barriére permet non seulement de préserver les
composés sensibles de I’humidité, mais aussi de faciliter leur transport dans un milieu aqueux
(McClements et al., 2007).

Certains lipides amphiphiles, comme les glycérides, les phospholipides et les glycolipides,
présentent en outre la capacité de stabiliser les émulsions. Ils peuvent induire 1’auto-assemblage
moléculaire en structures supramoléculaires, ce qui renforce leur utilité dans 1’encapsulation de

composés bioactifs (Augustin et al., 2009).

VIIl.4. Levures

L’utilisation des levures comme matrices d’encapsulation a été explorée des les années 1970,
avec une premiére étude réalisée par Shank (1976) sur leur application potentielle pour encapsuler
des composés lipophiles. Depuis, de nombreuses recherches ont démontré la capacité des levures
a stabiliser les molécules bioactives durant le stockage, méme sous des conditions défavorables

telles qu'une forte humidité ou des températures élevées (Bishop et al., 1998 ; Pedrini et al., 2014).

Parmi les especes utilisées, Saccharomyces cerevisiae est la plus couramment employée dans
le domaine alimentaire. Sa structure cellulaire permet I'encapsulation efficace de biomolécules
(Pham-Hoang et al., 2013). Le processus implique généralement une autolyse préalable des

cellules pour les vider de leur contenu, avant I’introduction des composés bioactifs (Bishop et al.,

1998).

Par ailleurs, plusieurs études (Bishop et al., 1998 ; Shi et al., 2007 ; Shi et al., 2008) ont mis en
évidence I’efficacité de cette matrice dans 1’encapsulation d’antioxydants hydrophiles, d’acides
chlorogéniques et de resvératrol, contribuant ainsi a améliorer leur stabilité face aux conditions

extrémes de température et de pression.

Plus récemment, Fabio et al. (2019) ont montré que la curcumine encapsulée dans
Saccharomyces cerevisiae conservait plus de 80 % de son activité antioxydante apres un traitement
thermique a 150 °C, et plus de 70 % apres 50 jours d’exposition a une lumiére artificielle.
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IX.

Technique d’encapsulation des probiotiques

Face aux conditions environnementales défavorables, de nombreuses stratégies ont été
explorées pour améliorer la viabilité des probiotiques dans les matrices alimentaires ainsi que leur
survie tout au long du transit gastro-intestinal. Cependant, les résultats obtenus jusqu’a présent
sont restés limités (Gardiner et al., 2002).

Parmi les approches les plus prometteuses, la technique d’encapsulation suscite actuellement
un vif intérét. Elle permet d’augmenter la résistance des bactéries probiotiques, tant dans les
aliments vecteurs que dans le systeme digestif humain (Afzaal et al., 2019).

Ce procédé repose sur I’immobilisation des cellules probiotiques dans une matrice
polymérique, formant ainsi une barriere protectrice contre les facteurs environnementaux nefastes.
Cette barriére est congue de maniére a ne pas altérer les fonctions physiologiques des bactéries
vivantes (Chang, 1999).

Pour qu’une encapsulation soit jugée efficace, elle doit répondre a plusieurs critéres essentiels.
Il est notamment nécessaire de prendre en compte le type de souche bactérienne, les conditions de
vie et de croissance, la nature et la taille du support, le choix du matériau d’enrobage, la stabilité
de la matrice, la cinétique de transfert de masse, ainsi que le mécanisme de libération ciblée au

sein de 1’organisme.

IX.1. Techniques les plus importantes utilisées pour I'encapsulation des cellules probiotiques

a.

Séchage par pulvérisation

Le séchage par pulvérisation (ou atomisation) constitue l'une des techniques les plus
couramment utilisées pour 1’encapsulation des probiotiques a I’échelle industrielle. Dans ce
procedé, les cellules bactériennes sont d’abord dispersées dans une solution contenant le matériau
d’enrobage, formant une émulsion ou une suspension homogéne. Cette dispersion est ensuite
pulvérisée a I’aide d’un atomiseur a I’intérieur d’une chambre chauffée, ou elle entre en contact
avec un flux d’air chaud. Ce contact provoque une €vaporation instantanée de 1’eau, conduisant a

la formation de microcapsules seches contenant les bactéries.

L’efficacité de I’encapsulation ainsi que la taille des particules obtenues dépendent de plusieurs
paramétres. Ces derniers incluent les conditions de séchage (type d’atomiseur, débit de
pulvérisation, humidité relative dans la chambre, températures d’entrée et de sortie), ainsi que les
caractéristiques physico-chimiques de la dispersion initiale (nature et concentration des

probiotiques et du matériau de paroi, viscosité de la solution, etc.) (Jafari et al., 2008).
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Figure 19 : Schéma représentant la méthode de séchage par pulvérisation (Ozdal et al., 2020).

b. Refroidissement par pulvérisation

Le refroidissement par pulvérisation, également appelé congélation par pulvérisation, est une
technique semblable au séchage par pulvérisation, a la différence prés que I’atomisation de la
dispersion contenant I’ingrédient bioactif et le matériau de support s’effectue dans une chambre a
air froid ou dans de ’azote liquide (Ilic et al., 2009). L’utilisation de températures trés basses
permet de solidifier rapidement les gouttelettes, formant ainsi des particules encapsulées par
congélation. Cette méthode est économiquement avantageuse et facilement transposable a
I’échelle industrielle. Toutefois, comparée au séchage par pulvérisation, elle présente une

efficacité¢ d’encapsulation généralement plus faible.

c. L’émulsification

L’émulsification est une technique d’encapsulation a basse température, particulierement
adaptée a la co-encapsulation de probiotiques. Cette méthode, relativement simple a mettre en
ceuvre, permet d’améliorer significativement le taux de survie des bactéries encapsulées. Elle
repose sur la formation d’une émulsion de type eau-dans-huile (W/O), dans laquelle les cellules

probiotiques sont dispersées dans la phase aqueuse, puis stabilisées dans une matrice polymérique.

L’un des principaux inconvénients de cette technique réside dans la variabilité des tailles et des
formes des microcapsules obtenues. Toutefois, cette hétérogénéite peut étre controlée en ajustant

des parametres tels que le rapport eau/huile et la vitesse d’agitation (Kailasapathy, 2009).
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Trois principales variantes de la technique d’émulsification sont utilisées pour 1’encapsulation

des probiotiques (Burgain et al., 2011) :

v L’émulsification suivie de la gélification ionique ;
v' L’émulsification couplée a une gélification enzymatique ;
v' L’émulsification suivie d’une polymérisation interfaciale.

d. Extrusion

L’extrusion est une méthode d'encapsulation simple, économique et réalisée dans des
conditions douces, ce qui la rend particulierement adaptée a l'encapsulation des cellules
probiotiques. Elle repose sur la formation de gouttelettes contenant les probiotiques, qui sont
extrudées a travers une buse dans un bain de gélification (souvent une solution de calcium dans le

cas de I’alginate), ou elles forment des microbilles sphériques.

Bien que cette technique offre une bonne viabilité cellulaire et une excellente protection des
probiotiques contre les conditions environnementales défavorables, son principal inconvénient
réside dans sa faible productivité. En effet, le processus de formation des microbilles est
relativement lent, ce qui limite son application pour la production a grande échelle (Burgain et al.,
2011).

e Culture bactérienne Solution d'alginate
et de bactéries
Solution Solution chlorure
d'alginate de calcium

<\\’ microcapsules d'alginate

LN

>  contenant des bactéries

® @

Figure 20 : Schéma représentant la technique d'extrusion(Cook et al., 2012)
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IX.2.  Technique de coacervation dans I’encapsulation des probiotiques

La coacervation est une technique d’encapsulation reposant sur les interactions €lectrostatiques
entre des biopolymeres portant des charges opposées. Selon Ghasmi et al., (2017), ce procédé
consiste a induire une désolvation partielle ou totale d’un ou de plusieurs polyméres présents en
solution, en modifiant les propriétés du solvant ou la charge des polyméres.

Plusieurs parametres peuvent étre ajustés pour influencer la solubilité et favoriser la formation
de coacervats : le pH, la concentration en polymeres, la force ionique, la température ou encore
I’ajout d’un non-solvant (Giraud, 2002). Cette technique permet de former une matrice
polymérique autour des probiotiques, les protégeant ainsi des agressions environnementales et

améliorant leur stabilité.

Polymeére anionique Polymeére cationique ;
Probiotics

Optimisation des conditions comme le

Interaction de charge opposée entre les =
pH, la température ou I’addition de sel

polymeéres

Figure 21 : Schéma représentatif de la coacervation complexe des probiotiques (Ghasmi et al.,
2017)

Ce phénomeéne entraine la séparation du systéme en deux phases distinctes :

- Une phase dense en coacervats, riche en polymeéres,

- Etune phase surnageante, majoritairement composée de solvant.

Les coacervats se déposent autour de I’ingrédient actif, formant ainsi une couche protectrice continue

qui agit comme une barriere contre les facteurs environnementaux (Burgain et al., 2016).
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Il existe deux principaux types de coacervation :

- Lacoacervation simple : elle repose sur I’interaction €lectrostatique entre un composé actif
chargé et un biopolymére de charge opposée.

- La coacervation complexe : elle implique I’interaction de deux biopolymeéres de charges
opposées, utilisés comme matériaux de support, autour des composés bioactifs

(Rashidinejadetal.,2020).
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L'étude des bactéries lactiques d’intérét probiotique nécessite la mise en ceuvre de méthodes
rigoureuses afin de garantir la validité des résultats obtenus. Ces micro-organismes, largement utilises
dans les domaines agroalimentaire et biomédical, sont évalués selon plusieurs critéres technologiques
et fonctionnels, tels que leur capacité d’adhésion, leur résistance a des conditions environnementales

stressantes, ou encore leur stabilité au cours du stockage.

Dans ce contexte, ce chapitre décrit I’ensemble des moyens matériels et des protocoles
experimentaux adoptés pour [I’isolement, 1’identification, 1’évaluation des caractéristiques
probiotiques et la formulation des souches bactériennes sélectionnées. Une attention particuliére a été
accordée a la normalisation des conditions expérimentales, afin d’assurer la reproductibilité et la

précision des résultats.

l. Présentation du lieu et durée de travail

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de biologie moléculaire de 1’Université
Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, situé sur le site ITA. Les différentes étapes expérimentales,
allant de la préparation des milieux & I'encapsulation des bactéries lactiques, ont eté effectuées sur

une période de cing mois, entre février et juin 2024.

1. Objectif du travail

Ce travail vise a encapsuler des souches de bactéries lactiques afin d’évaluer leur viabilité, leur
stabilité, ainsi que certaines de leurs propriétés probiotiques, en utilisant des techniques appropriées

de culture, de caractérisation et d’encapsulation.

I1l1.  Les bactéries lactiques

Tableau 10 : Les souches lactiques utilisées

Abréviation Nom de la souche Code de la souche
LGG Lactobacillus rhamnosus GG /
DCO01 Levilactobacillus brevis PP709510
DCO04 Lactiplantibacillus plantarum subsp OP003879
TFO03 Levilactobacillus brevis OR856558
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(AVA

HM7 Levilactobacillus brevis strain CP010525

KL14 Levilactobacillus brevis strain /

Figure 22 : Les souches bactériennes utilisées

Matériels de laboratoire et milieux de culture

> Matériels utilisées

1. Matériels de base et équipements spécifiques

Anse de platine : utilisée pour I’ensemencement et le transfert aseptique des cultures
bactériennes.

Autoclave : permet la stérilisation du matériel et des milieux a I’aide de chaleur humide sous
pression.

Bain-marie : utilisé pour maintenir certaines solutions a température constante, en surfusion.
Bec Bunsen : génere une flamme bleue créant une zone stérile circulaire de 15 a 20 cm pour
les manipulations aseptiques.

Paillasse de laboratoire : surface de travail facile a desinfecter, utilisée pour les opérations
microbiologiques.

Réfrigérateur : destiné a la conservation des souches, milieux de culture et échantillons a
basse température.

Etuve : utilisée pour ’incubation des cultures a température contrdlée (ex. : 37 °C).
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pH-métre : permet la mesure précise du pH des milieux et solutions.

Plague chauffante : sert a chauffer ou maintenir & température constante certaines
préparations.

Spectrophotomeétre : mesure la densité optique (DO), utilisée pour estimer la concentration
cellulaire.

Vortex : utilisé pour homogenéiser rapidement les échantillons.

Balance de précision : pour peser avec exactitude les composants des milieux de culture ou
réactifs.

Centrifugeuse : permet de récolter les cellules ou de séparer les phases par sédimentation.

2. Verrerie et consommables de laboratoire

Béchers : de différentes capacités (20 ml, 80 ml, 250 ml, 500 ml, 2000 ml) pour la préparation
et le mélange des solutions.

Boites de Pétri : en plastique, utilisées pour les cultures sur gélose.

Erlenmeyers : pour les cultures liquides ou le melange de solutions.

Flacons en verre (180 ml) : pour la conservation de solutions ou de cultures.

Flacons Schott (250 ml) : résistants a la chaleur, pour les préparations stériles ou stockages.
Eprouvettes graduées : (10 ml, 50 ml, 100 ml) pour la mesure des volumes.

Pipettes graduées : (1 ml, 5 ml, 10 ml, etc.) pour les transferts précis de liquides.

Pipettes Pasteur : pour les petits volumes et manipulations délicates.

Embouts pour micropipettes : compatibles avec différentes capacités.

Tubes a essai : pour les cultures, réactions ou centrifugations.

Tubes Eppendorf : pour les petites quantités, centrifugation ou stockage.

Seringues : (5 ml, 10 ml) utilisées pour les prélevements ou injections de solutions.

Entonnoir : pour faciliter les transferts de liquides ou de poudres dans les récipients étroits.

» Les milieux de cultures utilisés

Bouillon MRS (De Man, Rogosa et Sharpe)
Gélose MRS (De Man, Rogosa et Sharpe)
Bouillon TSB (Tryptic Soy Broth)

Gélose TSB (Tryptic Soy Broth)

[60]



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

» Les produits tampons
»= PBS (Tampon Phosphate Saline)
= Eau physiologique 0,9 % NaCl

» Les produits chimiques et autre

BB

Algimate de ] Tween 80 +
sodium Phuile de soja -
Figure 23 : Les produits chimiques utilisés Figure 24 : L'huile de soja

> Les colorants
=  Violet de gentiane
= Lugol
= Safranine
= Alcool
V. Méthodes d’analyses
V.1. Revivification des souches
= Les souches bactériennes (LGG, DC01, DC04, TF03, HM, KL14), initialement conservées
sur gélose inclinée a 4 °C, sont réactivées par ensemencement dans un bouillon MRS, suivi
d'une incubation a 37 °C pendant 24 heures.
= Une fois la turbidité observée, indiquant une croissance bactérienne, une boucle d’inoculum
est prélevée et ensemencée sur des boites de gélose MRS.
= Ces boites sont ensuite incubées a 37 °C durant 24 heures.
= Apres développement des colonies, les boites sont conservées au réfrigérateur a 4 °C en

attendant leur utilisation pour les différentes analyses.
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V.2.

V.2.1. Observation microscopique

Vérification de la pureté des souches

Les colonies obtenues sont observées au microscope optique afin d’évaluer leur morphologie (forme,

disposition, taille), permettant ainsi de confirmer 1’uniformité des souches isolées.

V.2.2. Test de la catalase

Ce test permet de Vérifier I’absence de I’enzyme catalase, caractéristique des bactéries lactiques,
qui sont catalase-négatives.

Une colonie est prélevée et déposée sur une lame propre.

Une goutte de peroxyde d’hydrogéne (H20:) est ensuite ajoutée.

L’absence de formation de bulles (absence d’effervescence) confirme une réaction négative,
donc I’absence de I’enzyme catalase, ce qui soutient I’appartenance des souches au groupe des

bactéries lactiques.

V.2.3. Coloration de Gram

La coloration de Gram est realisée afin de distinguer les bactéries a Gram positif des bactéries a Gram

négatif, selon la structure de leur paroi cellulaire.

a) Etapes

Une goutte d’eau stérile est déposée au centre d’une lame propre.

Une colonie de chaque souche est prélevée, puis homogénéisée dans la goutte d’eau et étalée
sur la surface de la lame pour former un frottis.

Le frottis est fixé par un passage rapide a la flamme d’un bec Bunsen.

La lame est placée sur un support adapté a la coloration.

b) Coloration

La lame est recouverte de violet de gentiane pendant 1 minute, puis rincée a I’eau pour
¢liminer I’excés de colorant.

Elle est ensuite recouverte de lugol (mordant) pendant 1 minute, puis rincée de nouveau a
I’eau.

Une décoloration rapide est réalisée avec une solution alcool/acétone pendant 10 secondes.
Apreés ringage, la lame est colorée avec de la safranine pendant 1 minute.

Un dernier ringage est effectué pour éliminer le colorant, puis la lame est laissée a sécher a

I’air libre ou délicatement avec du papier absorbant.
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c) Observation
L’examen microscopique est réalisé a 1I’objectif X100 a immersion. Les bactéries & Gram positif
apparaissent violettes, tandis que celles a Gram négatif apparaissent roses.
V.3. Préparation de la suspension bactérienne
= Pour chaque expérience, les colonies des souches KL14, TF03, DC01, DC04, LGG et HM,
préalablement conservées, sont réensemencées dans du bouillon MRS et incubées a 37 °C
pendant 18 heures afin d’obtenir une culture fraiche et active.
= Les cultures obtenues sont ensuite centrifugées deux fois a 6000 tours/min pendant 15 minutes
a 4 °C, apres resuspension dans une solution tampon PBS (phosphate-buffered saline) pour

éliminer les résidus de milieu.

Figure 25 : Centrifugeuse a 6000 tours/min a 4°C

» La densité optique (DO) de la suspension est ajustée a 0,5 a 600 nm, a I’aide de dilutions
successives dans 1’eau physiologique, afin de normaliser la concentration en cellules pour les

étapes suivantes.

A partir de la suspension bactérienne préparée, une série de tests a été menée afin d’évaluer certaines
propriétés fonctionnelles des souches étudiées, notamment leur capacité d’auto-agrégation, leur

sensibilité a I’autolyse et leur affinité¢ aux solvants (test MATS) :
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V.3.1. Test d’auto-agreation

Le test d’auto-agrégation permet d’évaluer la capacité des bactéries a s’agréger entre elles
lorsqu’elles sont en suspension aqueuse. Cette propriété est considérée comme un indicateur clé de
leur aptitude & coloniser la muqueuse intestinale, car une forte auto-agrégation peut favoriser
I’adhésion aux cellules épithéliales et I’exclusion compétitive des pathogénes. Cette méthode repose
géneralement sur une mesure spectrophotométrique de la diminution de la turbidité au fil du temps.
Elle est frequemment utilisée dans la sélection de souches probiotiques prometteuses (Jang et al.,
2021).

> Protocole :

- Centrifuger les souches bactériennes a 6000g pendant 15 minutes a 4 °C.

- Laver le culot deux fois a I’aide d’une solution tampon PBS.

- Remettre les bactéries en suspension dans le PBS jusqu’a obtenir une densité optique (DO) de
0,5 600 nm.

- Incuber la suspension a température ambiante sans agitation.

- Mesurer I’absorbance a 600 nm a temps initial (0 h) et apres 24 heures d’incubation.

Figure 26 : Préparation du matériel pour le test d'auto-agreation bactérienne
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Calcul du pourcentage d’auto-agrégation :
Le pourcentage d’auto-agrégation est déterminé selon la formule suivante :

Ao — A,

0

% Auto — agréation = ( ) X 100

Ao = Absorbance mesurée a t= 0 heure (valeur initiale)

At = Absorbance mesurée apres incubation pendant t heures (ici, 24 h)

V.3.2. Activités autolytique (selon Bazezgar et al., 2021)

L’activité autolytique reflete la capacité des bactéries a se lyser spontanément en absence d’agents
externes. Cette propriété est associée a la libération de composants intracellulaires pouvant jouer un
role dans les interactions héte-probiotique, notamment par la libération de peptides bioactifs ou de

substances immunomodulatrices (Bazezgar et al., 2021).

» Protocole :

- Centrifuger les souches bactériennes a 6000g pendant 15 minutes a 4 °C.
- Laver deux fois les culots cellulaires avec du tampon PBS.

- Incuber la suspension a température ambiante pendant 4 heures.

- Mesurer la densité optique a 600 nm avant et aprés incubation.

Calcul de Pactivité autolytique (%) :

Ao — A,
% Autolyse = (

)XlOO
0

Ao = Absorbance mesurée a t= 0 heure (valeur initiale)

At = Absorbance mesurée aprés incubation pendant t heures (ici, 4 h)
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V.3.3. Test MATS (Microbial Adhesion To Solvents)

Le test MATS (Microbial Adhesion To Solvents) est une méthode couramment utilisée pour
caractériser les propriétés de surface des bactéries, telles que 1’hydrophobicité et les interactions
acide/base de Lewis, en évaluant leur affinité pour différents solvants organiques. Cette technique
repose sur le principe que 1’adhésion bactérienne est influencée par des interactions physico-
chimiques a I’interface cellule/solvant. Le protocole, dérivé des travaux initiaux de Van der Mei et
Busscher, a été optimisé au fil du temps pour améliorer la reproductibilité et la sensibilité des mesures.
Des études récentes ont confirmé la pertinence de cette méthode pour prédire 1’adhésion des souches
probiotiques aux cellules épithéliales intestinales, ce qui en fait un outil précieux en microbiologie
appliquée (Chaalel et al., 2022).

» Protocole :

- Laver les souches bactériennes par centrifugation a 6000 % g pendant 15 minutes a 4 °C.

- Remettre les bactéries en suspension dans du PBS pour ajuster la DO a 0,5 (600 nm).

- Mélanger 1 ml de suspension bactérienne avec 0,5 ml de solvant organique (chloroforme et

acétate d’éthyle).

- Vortexer vigoureusement pendant 2 minutes.

- Incuber le mélange a 37 °C pendant 2 heures pour permettre la séparation des phases.

- Mesurer la densité optique (DO) de la phase aqueuse a 600 nm.

Calcul de ’adhésion aux solvants (%) :

A
%Hydrophobicité = (%) %X 100
0

Ao = DO de la suspension bactérienne avant contact avec le solvant
A= DO de la phase aqueuse aprés incubation avec le solvant

VI.  Méthode d’extrusion
La méthode d’extrusion est une technique simple, douce et efficace, tres utilisée pour encapsuler
des probiotiques. Elle consiste a faire tomber goutte-a-goutte une solution d’alginate contenant les
cellules bactériennes dans une solution de CaCl., ou la gélification ionique se produit
instantanément. Le contact entre les ions Ca?" et les groupements carboxyles de I’alginate forme un
gel tridimensionnel (réseau de type "egg-box"), piégeant les bactéries a I’intérieur de capsules
sphériques ou ellipsoidales.
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Cette méthode permet d’obtenir des capsules plus grosses (généralement > 300 um), mais elle

présente 1’avantage de ne nécessiter aucun solvant organique, ni d’agent tensioactif. Elle est donc

particulierement adaptée aux applications alimentaires et pharmaceutiques, ou la biocompatibilité

et la non-toxicité sont primordiales. De plus, elle assure une bonne viabilité cellulaire grace a des

conditions douces de traitement (Anal & Singh, 2007)

> Protocole

Tous les matériaux utilisés sont préalablement stérilisés par autoclavage a 115 °C pendant
15 minutes.

La souche bactérienne est cultivée puis ajustée a une densité optique (DO) de 0,5, ce qui
correspond a une concentration estimée a 10° UFC/ml.

La suspension bactérienne est mélangée avec du tampon PBS, puis incorporée a une solution
d’alginate de sodium (a une concentration 0,75 %) selon un ratio de 1:4 (bactéries : alginate).
Le mélange est homogénéisé de fagon a garantir une répartition uniforme des cellules.

A Tl’aide d’une seringue stérile, le mélange est extrudé goutte-a-goutte dans 100 ml de
chlorure de calcium (CaCl.) froid (concentration 0,1), sous agitation douce, afin de former
les capsules.

Les capsules sont laissées a se former pendant 20 minutes pour permettre une gélification
complete.

Aprés formation, les capsules sont récupérées par centrifugation a 1000 rpm pendant 10
minutes a 4 °C.

Elles sont ensuite lavées a deux reprises avec une solution stérile de chlorure de calcium,
suivies d’une centrifugation a 1000 rpm pendant 10 minutes, puis rincées une derniére fois
avec de I’eau distillée stérile afin d’éliminer les excédents de réactifs et d’alginate non
réticulé.

Les capsules sont filtrées a 1’aide de papier filtre Whatman n°1.

Enfin, les capsules obtenues sont stockées dans de 1’eau physiologique a température

ambiante.
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NB : Parmi les concentrations testées pour 1’alginate (0,75 %, 2 % et 4 %), la concentration de
0,75 % a donné les meilleurs résultats en termes de formation de capsules homogenes et stables. De
méme, pour le chlorure de calcium (0,1 M et 0,2 M), la concentration de 0,1 M s’est avérée la plus

efficace pour une gélification optimale sans altération de la structure des capsules.

0,75% Algnate + 4ml
(PBS +BL) )

Les bactéries lactiques
utilisées : ~

TF03, DCO01, DC04, KL14, HM Cj

| Alginate + (PBS+ BL)

Gl

Centrifugation
1000/ 10min

Lavage 1x _ Lavage 2x
Eau distillé CaCl; 0,1

Figure 27 : Etape de I'encapsulation par extrusion

VIlI. Meéthode d’émulsion

La méthode d’émulsion est une technique d'encapsulation largement utilisée pour immobiliser des
micro-organismes, notamment des souches probiotiques. Elle repose sur la création d’une émulsion
eau-dans-huile (W/O) dans laquelle une solution aqueuse contenant 1’alginate et les bactéries est
dispersée dans une phase huileuse sous agitation mécanique. La solution de chlorure de calcium
(CaCl2) est ensuite ajoutée afin d’induire la gélification ionique de 1’alginate dans les
microgouttelettes, formant ainsi des microcapsules.

Ce procéde est particulierement adapté pour obtenir des capsules de petite taille (< 100 pum) et est
utilisé lorsque la protection contre I’humidité ou les conditions gastriques est recherchée. Cependant,
cette méthode nécessite généralement des agents tensioactifs pour stabiliser 1’émulsion et présente
certaines limitations, notamment en termes de diffusion des ions gélifiants a travers la phase huileuse

et de récuperation des capsules (Krasaekoopt et al., 2004)
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> Protocole :
- Préparer 100 ml d’huile végétale (3 modeles du 1’huile de soja, olive et table) dans un bécher
stérile.
- Introduire goutte a goutte le mélange alginate—bactéries dans I’huile.
- Agiter a 600 rpm pendant 5 minutes pour obtenir une émulsion stable.
- Ajouter lentement 100 ml de CaCl: (0,1 M) a I’émulsion.
- Laisser reposer 20 minutes pour permettre la gélification.
- Centrifuger a 1000 rpm pendant 10 minutes pour récupérer les capsules.
- Observer la stabilité des capsules (certaines peuvent se désintégrer).
- Laver deux fois avec CaCl. 0,1 M.
- Rincer une fois avec de 1’eau distillée stérile.
- Filtrer avec un papier Whatman n°1.
- Conserver les capsules dans de 1’eau physiologique
NB : Des essais ont été menés en prolongeant le temps de repos dans la solution de CaCl: a 20, 30 et
60 minutes. Aucune amélioration n’a été observée. Au contraire, un temps excessif entrainait la

dégradation des capsules, qui devenaient instables, se désagrégeaient

Les bactéries lactiques 0,75% ,\:sn;: + 4ml
utilisées : \ Lk ) )

TF03, DCO01, DC04, K114,
HM

ade
D‘u‘? Ajoute 100ml AN Mélange bien

CacCl,
/ Goutte a goutte
[——7 [
4 Aprés Smin 2% Tween -
0 =
: “ A + Phuile
de soja
a———

T3S — 37°C

Turbide

Centrifuger : 1000 Lavage 2x Lavage 1x

RPM , 10min i 4°C — cacl, —) Eau distillé

l Filtration Wathman n°1

v=e

Observation
Microscopique 10>

-l

Figure 28 : Etape de I'encapsulation par émulsion dans I'huile

[69]



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

VIII. Evaluation de la viabilité des capsules

1. Test d’efficacité des capsules (Jour 0)

Pour vérifier la libération et la viabilité des bactéries juste aprés encapsulation.

Dissolution des capsules dans une solution de citrate de sodium.

Reéalisation de dilutions décimales successives dans le milieu MRS (jusqu’a 107%).

Ensemencement en surface :
- Prélever 0,1 ml de chaque dilution.

- FEtaler a la surface de boites contenant un milieu MRS a I’aide d’un rateau stérile.

Incubation des boites a 37°C

Lecture des résultats aprés 48 heures (dénombrement des colonies exprimé en UFC/ml).

2. Test apres une semaine de stockage

Pour évaluer la stabilité et la survie des bactéries encapsulées apres une semaine.

= Stockage des capsules dans les conditions définies a 4°C.
= Durée: 7 jours.

= Reprise du méme protocole qu’au jour 0

Aprés 20min

Réalisation de dilutions l

décimales (jusqu’a 10°%)

Ensemencement en
surface et incube a
37°C

Figure 29 : Méthode du test d'efficacité des capsules (le premier jour et aprés une semaine)
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Formule de dénombrement :

Nombre moyen de colonies comptées X Facteur de dilution
Volume ensemencé (en ml)

UFC/ml =

[71]
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I.  Résultats
I.1. Résultats de la revivification des souches bactériennes
La figure n° 30 ci-dessous présentent les résultats de la revivification des différentes souches

bactériennes sur milieu MRS apres leur phase de conservation

LGG

Figure 30 : Résultats de la revivification des souches bactériennes sur gélose MRS

I (

Les six boites de Pétri illustrent la croissance bactérienne aprés la revivification des souches
probiotiques DC04, DCO01, LGG, HM, TF03 et KL14 sur milieu MRS. Toutes les souches présentent
une croissance visible sous forme de colonies bien distinctes, confirmant leur viabilité apreés la phase

de conservation. Ces résultats indiquent une réactivation réussie des souches.
1.2. Résultats de la vérification de la pureté des souches

1.2.1. Résultats d’observation microscopique

L’observations microscopiques a ¢té réalisée afin de vérifier la pureté morphologique des souches

bactériennes revivifiées, en analysant leur forme, leur disposition et I'absence de contamination

apparente .
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Figure 31 : Observation microscopique des souches bactériennes colorées au Gram

La figure montre des bactéries a Gram positif, colorées en violet, de forme bacillaire et disposées
en amas ou en chaines courtes. L'absence de structures étrangéres suggere une bonne pureté des

cultures. Ces observations confirment que les souches revivifiées présentent une morphologie

homogéne, caractéristique des bactéries lactiques probiotiques.

1.2.2. Résultats du test catalase

Le test a la catalase a été réalisé afin de vérifier ’absence d’activité catalasique chez les souches

bactériennes, ce qui est caractéristique des bactéries lactiques anaérobies.

A | peq DY "'“_" KLAY | Trey

—

—ang . —

Figure 32 : Résultats du test catalase des souches bactériennes (HM, DCO01, DC04, LGG, KL14 et TF03)
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L’absence de formation de bulles a la surface des lames aprés I’ajout de H20: indique que toutes les
souches testées sont catalase-négatives. Ce résultat est conforme aux caractéristiques des bactéries
lactiques, qui ne posseédent généralement pas I’enzyme catalase, ce qui confirme la pureté et 1’identité

des souches isolées.
1.3. Résultat du test d’auto agréation

Le pourcentage d’auto-agrégation des différentes souches bactériennes est présenté dans la figure

suivante :

Pourcentage d’auto-agrégation des souches (%0)

80
70
60

50

30 I

Pourcentage (%0)

20

10

HM DCO1 DCO4 LGG KL14 TFO3
Souches bactériennes

Figure 33 : Pourcentage d'auto-agréation des différentes souches bactériennes testées

Le graphique présente les pourcentages d’auto-agrégation des six souches bactériennes. La souche
DCO04 montre la plus forte capacité d’auto-agrégation avec un taux avoisinant 68 %, suivie par TF03
(=64 %) et KL14 (=54 %), ce qui suggére un fort potentiel d’adhésion cellulaire, caractéristique
importante pour les probiotiques. A I’inverse, les souches DCO1 et LGG présentent les plus faibles
pourcentages (=27 %), traduisant une capacité d’agrégation plus faible. Ces différences pourraient
étre liées a la nature de la surface cellulaire et a la composition en exo polysaccharides de chaque

souche.
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1.4, Résultat d’activité autolytique

La figure suivante illustre le pourcentage d’activité autolytique de différentes souches bactériennes

sélectionnées :

Pourcentage d'activité autolytique %

70

60

50 L
40 =

30

Pourcentage (%)

20

10

TFO3 DCO4 HM KL14 LGG DCO1
Souches bactériennes

Figure 34 : Pourcentage d'activité autolytique (%) des souches bactériennes

La souche KL14 présente I’activité autolytique la plus élevée (environ 66 %), ce qui refléte une
capacité importante a se lyser spontanément, favorisant la libération de composés intracellulaires
bénéfiques. A I’inverse, DC04 montre la plus faible activité autolytique (~24 %). Les autres souches
(TF03, HM, LGG, DCO01) présentent des taux intermédiaires variant entre 40 % et 50 %. Une activité
autolytique modérée a élever peut renforcer le potentiel probiotique en facilitant 1’interaction avec

I’héte et I’environnement intestinal.
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1.5. Résultat test MATS

Comparaison de I’hydrophobicité des différentes souches bactériennes selon le solvant utilisé :

chloroforme (solvant acide) et acétate d’éthyle (solvant basique) :

Taux d'hydrophobicité (%) des différents souches bactériennes (Ethyle)

40

35 I I
30 I

25

20

15

Pourcentage (%)

10

TFO03 DC04 HM KL14 LGG DCO01
Souches bactériennes

Figure 35 : Taux d'hydrophobicité (%) des différentes souches bactériennes en présence d'acétate
d'éthyle

L’acétate d’éthyle étant un solvant basique, permet d’évaluer les caractéres acides des surfaces
bactériennes (donneurs de protons). Les résultats montrent encore une dominance des souches
TF03, LGG, et DC04 avec des taux d’adhésion élevés, ce qui indique une certaine richesse en
groupes acides a leur surface. Les faibles taux observés pour DCO1, HM et KL14 traduisent une
surface plus basique ou neutre. Ces résultats confirment la diversité de propriétés de surface entre

les souches, ce qui peut impacter leur comportement probiotique.
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Taux d’hydrophobicité (%) des différentes souches bactériennes (le
chloroforme)

100
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TF 03 DCO04 HM KL14 LGG DCo01

Souches bactériennes

Figure 36 : Taux d'hydrophobicité (%) des différentes souches bactériennes en présence de

chloroforme

Le chloroforme, un solvant acide, permet d’évaluer la surface électronique des bactéries (accepteur
d’électrons). Les souches TF03, LGG et DC04 montrent un taux d’adhésion élevé, traduisant une
capacité importante a interagir avec des solvants acides, donc une surface potentiellement basique
(donneur d’électrons). A 1’opposé, les souches DCO1, HM et KL14 ont un taux d’adhésion plus
faible, suggérant une surface plus acide ou neutre. Cela peut influencer leur capacité d’interaction

avec les cellules hotes ou la muqueuse intestinale.

1.6. Interprétation des tests fonctionnels liés au potentiel probiotique

Dans le cadre de I’évaluation du potentiel probiotique des différentes souches bactériennes étudiées,
trois tests fonctionnels ont été réalisés : 1’auto-agrégation, 1’hydrophobicité (via le test MATS avec
deux solvants distincts), et 1’activité autolytique. Ces tests permettent de predire la capacité des
souches a adhérer a 1’épithélium intestinal, a persister dans 1’environnement gastro-intestinal, et a

interagir positivement avec 1’hote.
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v Auto-agrégation

Le test d’auto-agrégation évalue la capacité des bactéries a s’agglomérer entre elles, favorisant la
colonisation du tractus gastro-intestinal et la formation de biofilms protecteurs. Les résultats
obtenus montrent que les souches DC04, TF03, KL14 et HM présentent un fort pouvoir d’auto-
agrégation, avec des taux dépassant 50 %, ce qui suggére une bonne capacité d’implantation
intestinale et d’inhibition de 1’adhésion des pathogenes. En revanche, les souches DCO1 et LGG
ont affiché des taux plus faibles (< 30 %), indiquant une cohésion intercellulaire plus faible et donc

un potentiel d’adhésion limité.
v" Hydrophobicité

L’hydrophobicité de surface, mesurée par le test MATS avec le chloroforme (solvant acide) et
I’acétate d’éthyle (solvant basique), est un indicateur important de la capacité d’adhésion aux

cellules intestinales.

Avec le chloroforme, les souches TFO3 et LGG ont montré les taux d’hydrophobicité les plus
élevés (~36 %), suivies par DC04 (~32 %), tandis que DCO1 et KL14 présentaient des valeurs
plus faibles (~13 % et ~17 %, respectivement).

Avec ’acétate d’¢éthyle, les tendances sont similaires mais légerement atténuées : TF03, DC04
et LGG conservent des niveaux relativement éleves (>30 %), tandis que DC01, KL14 et HM se
situent autour de 13 % a 18 %.

Ces résultats indiquent que TF03, DC04 et LGG possedent une affinité importante avec les
surfaces hydrophobes, ce qui peut favoriser leur interaction avec les muqueuses intestinales. A
I’inverse, les souches DCO1, KL14 et HM montrent une capacité d’adhésion plus faible dans ces

conditions.
v Activité autolytique

L’activité autolytique mesure la capacité des bactéries a se lyser, libérant ainsi des composés
bioactifs bénéfiques pour I’hdte. Parmi les souches testées, KL14 présente 1’activité la plus élevée
(~65 %), suivie de DCO01, TF03, LGG et HM avec des niveaux intermédiaires (entre 40 % et 50
%). La souche DCO04, en revanche, montre une activité autolytique faible (< 25 %), limitant son

potentiel de libération de métabolites fonctionnels.
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En résumé, les souches TF03 et KL14 se distinguent par de bonnes performances globales sur les
trois tests, suggérant un potentiel probiotique élevé. DC04 montre une bonne hydrophobicité et une
excellente auto-agrégation, bien que son activité autolytique soit faible. Les souches HM et DCO01,
quant a elles, affichent des résultats plus modestes, notamment en hydrophobicité, ce qui pourrait

limiter leur efficacité probiotique.
1.7. Résultat de 1a méthode d’extrusion

Observation des capsules de bactéries lactiques encapsulées (KL14, DCO1, LGG, DC04, HM, TF03)
dans des flacons distincts, obtenues par la méthode d’extrusion. Les microcapsules formées ont
ensuite été observées au microscope optique a un grossissement x10 afin d’évaluer leur forme, leur

uniformité et leur intégrité :

Figure 37 : Préparation et observation des capsules obtenues par la méthode d'extrusion pour

différentes souches de bactéries lactiques
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Les capsules obtenues présentent une morphologie sphérique réguliére avec une paroi bien définie,
témoignant d’une bonne efficacit¢ de la méthode d’extrusion appliquée. L’observation au
microscope révele une structure homogéne sans déformation apparente, ce qui suggere une
encapsulation réussie et une compatibilité des souches bactériennes avec les matériaux utilisés. Ces

résultats confirment la stabilité physique des capsules nécessaires a la protection des bactéries

lactiques.
1.8. Résultat de la méthode d’émulsion

Evolution des capsules de bactéries lactiques (souches TF03, LGG, KL14, DC01, DC04, HM)

obtenues par la méthode d’émulsion :

Avant centrifugation

Apreés centrifugation

Figure 38 : Etat des capsules obtenues par la méthode d'émulsion avant et aprés centrifugation
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La méthode d’émulsion a permis d’obtenir initialement des capsules de forme régulic¢re. Toutefois,
apres centrifugation, une désintégration partielle a été observée, avec une tendance des capsules a
se déformer et a adhérer au papier filtre Whatman n°1, traduisant une faible stabilité mécanique de

ces microcapsules. Ce comportement indique une limitation de la méthode d’émulsion dans le

maintien de I’intégrité des capsules aprés traitement.
1.9. Résultat de I’évaluation de la viabilité des capsules

1.9.1. Résultats du dénombrement avant stockage

Les figures ci-dessous illustrent les boites de Pétri obtenues apreés incubation de différentes dilutions

\ 0
l
\

Figure 39 : Les boites de Pétri apres incubation le premier jour, juste apres encapsulation

de la suspension issue des capsules :

Le dénombrement des bactéries viables libérées a partir des capsules a été réalisé par ensemencement
en surface, a partir de dilutions successives dans le milieu MRS. La solution mére a dilution 107 a
¢été jugée non dénombrable en raison d’un nombre excessif de colonies. En revanche, les dilutions

10°¢, 107 et 10°® ont permis d’obtenir respectivement 137, 37 et 5 colonies.

Le calcul de la concentration bactérienne (UFC/ml), basé sur les dilutions comprises entre 30 et 300

colonies (10°¢ et 1077), a donné les résultats suivants :
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» A 10°: 1,37 x 10° UFC/ml
» A107:3,70 x 10° UFC/ml

1,37 x 10° + 3,7 x 10°

Moyenne UFC/ml = 5

— 2,535 UFC /ml

La moyenne des deux valeurs a été retenue pour estimer la concentration bactérienne finale, soit 2,54
x 10° UFC/ml. Ce résultat indique une bonne viabilité des souches juste apres encapsulation,

témoignant de 1’efficacité du procédé.

1.9.2. Résultat du dénombrement apreés une semaine du stockage

Aprés une semaine de stockage des capsules, le méme protocole de dénombrement a été appliqué afin

d’évaluer la stabilité et la viabilité des bactéries encapsulées :

106 1077 108

Figure 40 : Boites de Pétri aprés incubation, une semaine apres stockage

Aprés une semaine de conservation des capsules, le protocole de dénombrement a été répété afin
d’évaluer 1’évolution de la viabilité des bactéries encapsulées. Les résultats obtenus montrent que la
dilution 10~° présentait 138 colonies, tandis que les dilutions 1076, 107 et 10® ont donné
respectivement 27, 22 et 2 colonies. La dilution SM a 10~ était également dénombrable mais hors de
la plage optimale (>300 colonies), et les dilutions supérieures présentaient un nombre de colonies
inférieur au seuil de précision (moins de 30 colonies).
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Le calcul de la concentration bactérienne a été réalisé sur la dilution 107°, seule dilution comprise
dans I’intervalle optimal (30-300 colonies). La concentration en bactéries viables a ainsi été estimée

a 1,38 x 108 UFC/ml, selon la formule suivante :

138 x 10°°

UFC/ml = o1

1.9.3. Comparaison entre les résultats avant et apres stockage

La comparaison des concentrations bactériennes viables montre une diminution de la charge
microbienne apres une semaine de stockage. En effet, la concentration initiale, mesurée juste apres
encapsulation, était de 2,54 x 10° UFC/ml, tandis qu’aprés une semaine, elle est descendue a 1,38 x
10 UFC/ml. Cette réduction, bien que significative, reste modérée et indique que les capsules
conservent une bonne capacité de protection des bactéries contre les conditions de stockage. Ainsi, le
procédé d’encapsulation utilisé permet de maintenir la viabilité des souches encapsulées sur une
période minimale d’une semaine, ce qui est un critére favorable dans le cadre du développement de

compléments alimentaires fonctionnels a base de probiotiques.

I1. Discussion

La présente étude a été menée afin d’évaluer et de comparer deux méthodes d’encapsulation —
I’extrusion et I’émulsion — pour la formulation d’un complément alimentaire fonctionnel a base de
souches probiotiques. L’objectif principal était de déterminer quelle méthode permettait de mieux
préserver la viabilité bactérienne et de garantir une stabilité optimale des capsules, tout en conservant
les propriétés probiotiques des souches sélectionnées. Les résultats expérimentaux obtenus ont mis
en évidence des différences nettes entre les deux techniques, aussi bien au niveau de la morphologie
des capsules que de leur performance en termes de protection cellulaire.

La méthode d’extrusion a permis d’obtenir des capsules sphériques, homogénes, bien formées,
avec une texture plus résistante. Ces capsules étaient faciles a séparer du milieu et a manipuler, ce qui
constitue un atout majeur pour un usage pratique. En revanche, la méthode d’émulsion a généré des
capsules de forme irréguliére, souvent fragiles, et dont la récupération s’est avérée difficile apres
centrifugation. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que, dans la méthode d’émulsion, la

diffusion du chlorure de calcium dans la phase huileuse est limitée, ce qui compromet la réticulation
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homogene de ’alginate. Ce constat rejoint les observations faites dans plusieurs travaux antérieurs,
notamment ceux de Benabdelouahed (2021), Khaldi et al. (2020), et Bougherara (2019), qui ont
rapporté que I’extrusion permet une meilleure formation de la membrane protectrice autour des

cellules bactériennes, grace a un contact direct et immédiat entre 1’alginate et I’agent gélifiant.

En ce qui concerne la viabilité des bactéries, les résultats ont montré que I’extrusion permettait de
maintenir une densité microbienne €levée apres encapsulation (2,54 x 10° UFC/ml) et une bonne
viabilité aprés une semaine de stockage (1,38 x 10® UFC/ml), ce qui indique une capacité de
protection prolongée des cellules. A 1’opposé, la méthode d’émulsion a entrainé une perte importante
de viabilité, des le début, et encore plus marquée aprés stockage. Ces observations confirment
I’efficacité de la méthode d’extrusion, méme dans des conditions de laboratoire limitées, et
s’accordent parfaitement avec les résultats de plusieurs études scientifiques. En particulier, 1’étude de
Trabelsi et al. (2013) a montré que I’encapsulation par alginate enrobé de chitosane permettait de
conserver jusqu’a 96 % de la viabilité des probiotiques dans des conditions gastriques et intestinales
simulées. Bien que notre protocole n’intégre pas de couche supplémentaire de chitosane, nos résultats
obtenus uniquement avec de I’alginate révelent déja une trés bonne protection. De méme, 1’étude de
Etchepare et al. (2015) confirme que ’alginate de sodium est un matériau biocompatible capable de
préserver I’intégrité des bactéries face a des conditions environnementales défavorables. Par ailleurs,
les résultats obtenus sont également en accord avec I’étude de Tan et al. (2023), qui a démontré que
I’alginate permettait d’assurer la viabilité des souches dans des environnements acides et pendant le
stockage a basse température, ce qui correspond aux conditions simulées dans notre expérience.
Enfin, I’analyse de Han et al. (2022) souligne que 1’alginate constitue un polymere de choix pour la
microencapsulation des probiotiques, en garantissant leur survie dans le tractus digestif et durant la

conservation, ce que nos résultats viennent confirmer.

En complément de 1’évaluation de la viabilité, plusieurs tests fonctionnels ont été réalisés pour
caractériser le potentiel probiotique des souches utilisées. Le test d’auto-agrégation a revelé que
certaines souches comme DC04, KL14 et TF03 présentaient un fort pouvoir d’agrégation (> 60 %),
ce qui indique une bonne capacité d’adhésion aux cellules intestinales. Cette propriété est essentielle
pour assurer la colonisation durable du microbiote intestinal et empécher 1’adhésion de bactéries
pathogénes. Les résultats obtenus sont en adéquation avec les données de la littérature, notamment
avec les travaux d’Otles (2013), qui ont établi un lien direct entre I’auto-agrégation et I’aptitude

probiotique.
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Par ailleurs, le test d’activité autolytique a montré que la souche KL14 possédait une autolyse
particulierement marquée, ce qui peut étre considéré comme un avantage : cette autolyse favorise la
libération de composés bioactifs intracellulaires bénéfiques (enzymes, peptides antimicrobiens, etc.)
qui renforcent les effets fonctionnels des probiotiques méme apres la lyse cellulaire. Enfin, les
résultats des tests d’hydrophobicité ont révélé que certaines souches, notamment TF03, LGG et
DCO04, affichaient une forte affinité avec les solvants organiques, ce qui reflete une bonne aptitude a
adhérer aux membranes épithéliales. Cette propriété renforce leur capacité a se fixer a la muqueuse
intestinale et a exercer un effet bénéfique local. Ces caractéristiques sont cruciales dans la formulation
d’un complément alimentaire efficace. Les conclusions de 1’étude de Han et al. (2022) viennent
appuyer nos résultats, en précisant que 1’alginate n’altére pas les propriétés d’adhésion des bactéries

encapsulées.

En résumé, I’ensemble des résultats expérimentaux, qu’il s’agisse de I’observation morphologique
des capsules, de la mesure de la viabilité bactérienne ou des tests fonctionnels, indiquent que la
méthode d’extrusion est plus adaptée que 1I’émulsion dans le contexte de ce travail. Elle offre une
meilleure protection physique et biologique des souches, tout en permettant de préserver les
propriétés probiotiques essentielles. Ces résultats, largement confirmés par la littérature scientifique,
suggerent que l’alginate de sodium, utilisé seul, constitue un support d’encapsulation simple,
économique et efficace pour la production de compléments alimentaires probiotiques dans un cadre

universitaire.
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L’objectif principal de cette étude était d’évaluer ’efficacité de deux techniques d’encapsulation
-I’émulsion et I’extrusion - pour protéger des souches probiotiques en vue de leur intégration dans un
complément alimentaire fonctionnel. L’intérét croissant pour les probiotiques, en raison de leurs
bienfaits avérés sur la santé humaine, notamment en matiére de régulation de la flore intestinale et de
renforcement du systéme immunitaire, justifie pleinement I’exploration de techniques innovantes

permettant d’en assurer la stabilité et la viabilité.

Les résultats obtenus ont clairement montré la supériorit¢ de la méthode d’extrusion.
Contrairement a la méthode d’émulsion, qui a conduit a des capsules instables, irréguliéres et fragiles,
la technique d’extrusion a permis d’obtenir des microcapsules homogenes, sphériques,
mécaniquement stables et reproductibles. Les tests de viabilité ont confirmé la capacité des capsules
obtenues par extrusion a maintenir un nombre élevé de cellules viables, méme aprés une période de
conservation. Ces résultats confirment donc la pertinence de cette méthode dans une perspective

d’application industrielle.

En outre, I’application expérimentale des capsules obtenues chez des poulets de chair (broilers) a
permis d’observer une réponse biologique encourageante, suggérant que 1’administration de
probiotiques encapsulés peut favoriser la santé intestinale et améliorer les performances
zootechniques. Ces observations s’accordent avec plusieurs études antérieures ayant mis en évidence
I’intérét de 1’encapsulation pour améliorer la résistance des probiotiques aux conditions du tractus

digestif.

% Perspectives

Pour les perspectives futures, plusieurs axes d’approfondissement peuvent étre envisages :

v Optimisation des paramétres d’encapsulation : bien que la méthode d’extrusion ait donné de
bons résultats, un ajustement plus fin des concentrations en alginate, de la taille des capsules et
du temps de réticulation pourrait encore ameliorer la stabilité et la libération ciblée des
probiotiques.

v Test de nouvelles matrices polymériques : ’alginate, bien que largement utilisé, pourrait étre
associ¢ a d’autres polymeres naturels (pectine, chitosane, amidon) pour améliorer les propriétés

mécaniques et la résistance aux conditions gastro-intestinales.
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v' Etudes in vivo approfondies : des essais cliniques sur I’homme ou des essais prolongés sur
animaux d’élevage permettront de confirmer les effets bénéfiques a long terme des probiotiques
encapsulés.

v Développement industriel : I’extension de cette méthode a une échelle industrielle nécessite
une ¢tude de faisabilité économique, ainsi qu’une validation réglementaire du produit final

comme complément alimentaire.

En définitive, cette étude contribue a renforcer I’intérét scientifique et technologique pour les
probiotiques encapsulés, ouvrant la voie a des applications concrétes dans les secteurs de la nutrition,

de la santé animale et humaine, et de I’agroalimentaire fonctionnel.
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Les compositions des milieux de culture

Milieu gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe)

Les composants

Quantité en gramme

Peptone

Extrait de viande

Extrait de levure

Glugose

Acétate de sodium

Citrate d’amonium

K2H PO4

Mg SO4

Mn SO4

Tween 80

pH

109

10¢

59

209

5¢

29

29

0,259

0,058 g

1,0 ml

6,5

Bouillon phosphate saline PBS

Les composants

Quantité en gramme

NaCl

Kcl

NaH2PO4

K2HPO4

Eau distillée

8g
0,20 g
1,44
0,249

1000 ml
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