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I ntroduction

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui ont des effets bénéfiques sur la
santé de I'héte lorsqu'ils sont ingérés en nombre suffisant (FAO/WHO 2002 ; Shori 2017).
En principe, leurs mécanismes d'action sont essentiellement basés sur le maintien de
I'intégrité intestinale, la stabilisation de I'écosysteme du microbiote, |'antagonisme aux
bactéries pathogénes, la modulation immunitaire et la promotion de la santé en généra y
compris la réduction des signes de diarrhée et I'améioration des performances de
croissance de I’ organisme (Musa 2009 ; Bermudez-Brito et al. 2012).

La survie des bactéries probiotiques dans un produit au moment de la
consommation est un facteur important pour leur rentabilité et efficacité car elles doivent
subsister au cours de la transformation et de la durée de stockage des aliments et des
compléments, transiter par les fortes conditions d’ acidité dans I'estomac et les enzymes et
les sels biliaires dans I'intestin gréle, tout en éant capable de coloniser et de maintenir
I’ activité métabolique dans le tractus intestinal humain (Collins, et a. 1998 ; Saarela et a.
2000 ; Gbassi et Vandamme. 2012).

L'encapsulation est parmi les voies qui peuvent améliorer la résistance des
microorganismes probiotiques aux conditions défavorables (Kim et a. 2017 ; Rodrigues et
a. 2017), réduisant ainsi les pertes de cellules des micro-organismes encapsulés dans les
matrices d’ accueil.

Actuellement, différentes techniques d'encapsulation des probiotiques permettent
d'obtenir des particules de différentes propriétés (Cavaheiro et a. 2015) et parmi les
principales techniques employées, on cite I'extrusion (Krasaekoopt et Watcharapoka,
2014 ; Rodrigues et al. 2017 ; Kim et a . 2017 ; Silva et al. 2018;Dimitrellou et a. 2019),
I'émulsion (Zhang et al. 2016 ; van der Ark et a. 2017 ; Raddatz et al. 2020), et bien
d autre encore dont: le spray drying, coacervation, revétement sur lit fluidisé, etc.
(Rodrigues, 2020).

Diverses matrices alimentaires composées de polysaccharides, de protéines et des
lipides ont été utilisées pour immobiliser les probiotiques (Rajam et Anandharamakrishnan,
2015 ; Rodrigues et a. 2017 ; Arslan-Tontul et Erbas 2017).Des polysaccharides naturels
comme I’alginate, la gomme, le carraghénane et |’amidon sont les matériaux les plus
exploités et les plus utilisés pour I’encapsulation des cellules probiotiques (Nami et al.
2017 ; Rodrigues et al. 2017; Rodrigues et al. 2018).

Dans ce contexte, |’ objectif de notre travail est d’ encapsuler Pediococcus acidilactici,

une bactérie lactique probiotiguedans une matrice diota- carraghénane.
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l. Probiotiques

1. Historique et définition

Depuis I'antiquité, les produits laitiers étaient tres consommeés et servaient a des fins
thérapeutiques (Shortt 1999). En 76 avant J.-C., les produits laitiers fermentés étaient
préconisés par I'historien romain Pline comme remede contre la gastro-entérite (FAO/
WHO 2002). En 1907, Eli Metchnikoff a rapporté la premiére approche scientifique
reconnaissant le réle positif de quelques bactéries (FAO/ WHO 2001). Il a stipulé que "les
microorganismes apportés par les aliments peuvent modifier la flore intestinae et
remplacer les microorganismes nuisibles’ (Angahar 2016).

En 1965, le terme « probiotique » qui dérive du grec et qui signifie littéralement "pour la
vie" a été utilisé pour la premiere fois par Lilley et Stillwell pour décrire les substances
secrétées par un micro-organisme et qui stimulent la croissance d'un autre microorganisme
(Khalighi et al. 2016). En 1974, Parker changea cette définition par "microorganismes et
substances qui contribuent al'équilibre microbien intestinal” (Khalighi et al. 2016).

La définition des probiotiques la plus acceptée et proposée par la FAO/OMS est la
suivante: "microorganismes vivants qui, lorsqu’administrer en quantités adéquates,
conferent un avantage pour la santé de I'héte" (FAO/WHO 2002).

L es micro-organismes probiotiques doivent présenter certaines propriétés pour exercer des
effets thérapeutiques maximaux. Parmi ces caractéristiques, certaines sont considérées
comme presque essentielles pour qu'un probiotique ait des effets thérapeutiques,
notamment |a stabilité aux acides gastriques et aux sels hiliaires, la capacité d'adhérer ala

muqueuse intestinale et |a capacité de coloniser le tractus intestinal (Khalighi et al. 2016).

2. Classification
Actuellement, Il existe de nombreux microorganismes différents utilisés en tant que

probiotiques, (tableau 1) (Khalighi et al. 2016). Les probiotiques doivent étre identifiés par
leur genre, espece et leur souche. La plupart des probiotiques utilisés en clinique sont des
especes appartenant a trois genres. Lactobacillus, Bifidobacterium et Saccharomyces
(Mizock 2015).
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Tableau |: Classification des probiotiques(Khalighi et al. 2016)

Acidophilu ssp
plantarum
rhamnosus
paracasel
fermentum
reuteri
johnsonii
brevis

casel

lactis
delbrueckii gasseri

Lactobacillus

breve

infantis
longum
bifidum
thermophilum
adolescentis
animalis
lactis

Bifidobacterium

Bacillus Coagulants

Sreptococcus Thermophilus

Enterococcus Faecium

Saccharomyces Cerevisiae

3. Domaines d’application

Les probiotiques sont utilisés dans de nombreux domaines, parmi leurs applications on

trouve :

3.1. Applications en aquaculture

Les applications des probiotiques en aquaculture sont trés nombreuses. Ils peuvent
servir de bioprophylaxie, biothérapeutique, améliorateur de la qualité de I'eau, promoteur
de croissance des espéces aguatiques et améiorateur de leurs performances, améliorateur
de la qualité des graines de poisson (la semence), améliorateur immunitaire, accél érateur
de la digestion, améiorateur de I'utilisation des nutriments comme anti-stress en

aquaculture (Angahar 2016).
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3.2. Applicationsen aviculture

En élevage de volaille, les probiotiques peuvent servir a :

= L’amélioration du poids et de |’ indice de consommation (Choudhary et al.2008);

= L’augmentation de la production d'ceufs, I’'améioration de leur qualité et la
réduction de leur contamination par les microorganismes (Haddadin et
al.1996;Kurtoglu et a. 2004; Van Immersee! et al.2006) ;

» Lastimulation del'immunité (Khan et al. 2013) ;

= L’amélioration delasolidité des os (Khan et al. 2013) ;

3.3 Applications en clinique

L'utilisation des probiotiques dans le domaine clinique présente un grand intérét
pour leurs bienfaits sur la santé. Parmi les propriétés d'élite des probiotiques, on trouve
I'anti-pathogénicité, I'activité anti-diabétique, anti-obésité, anti-inflammatoire, anti-
cancéreuse, anti-allergique et angiogénique, ainsi que leur effet sur le cerveau et le systeme
nerveux central (Kerry et al. 2018).

Figure 1. Applications des probiotiques et leur mode d'action (Kerry et a.2018).
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[I. Bactérieslactiques

1. Définition
Les bactéries lactiques comprennent un groupe diversifié de bactéries ubiquitaires
distribuées dans différentes niches écologiques et milieux naturels. Elles se trouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples, comme le lait et les
produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales
(les voies génitales, intestinales et respiratoires), dans le sol, les engrais et les eaux usées
(Savadogo et al. 2006 ; Konig et Frohlich 2017).
Les bactéries lactiques constituent un groupe diversifié d'organismes Gram positifs, non
sporulés, non mobiles, en forme de batonnets ou de coccus, dépourvus de catal ase.
Elles sont chimio-organotrophes et ne se développent que dans des milieux complexes.
Les hydrates de carbone fermentescible et les acools supérieurs sont utilisés comme

source d'énergie pour former principalement de |'acide lactique (Savadogo et al. 2006).

2. Classification

La classification des bactéries lactiques a été initiée en 1919 par Orla Jensen et était
jusqu'a récemment principalement basée sur des critéres morphol ogiques, métaboliques et
physiologiques (Savadogo et al. 2006).

Les méthodes actuelles utilisées pour la classification des bactéries lactiques reposent
principalement sur l'analyse et le séquencage de I'acide ribonucléique ribosoma 16S
(ARNr 16S). Sur la base de cette technique, les bactéries a Gram positif sont divisées en
deux branches en fonction de leur teneur en (G + C)% (Savadogo et al. 2006) :

- Labranche des actinomycetes avec une teneur en (G + C)% supérieure a 50%.

- Labranche de Clostridium avec une teneur en (G + C)% inférieure &50%.
Les bactéries lactiques sont regroupées en 1lgenres, dont les plus étudiés sont:
Sreptococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Oenococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc et Pediococcus (Givry 2006; Saad 2010).

Les pédiocoques sont a Gram positif, catalase négative et oxydase négative, et se
développent dans des conditions alant de I'aérobie facultatif a la micro-aérophilie. Les
souches de certaines especes présentent toutefois une activité pseudo catalasique, surtout
lorsgu'elles sont cultivées sur des milieux a faible teneur en glucides. Ils produisent de

I'acide lactique comme un produit final majeur de la fermentation du glucose par la voie

5
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d'Embden-Meyerhof. Les cellules sont uniformément sphériques et elles different de toutes
les autres bactéries lactiques par une division dternée dans deux directions

perpendiculaires, résultant en laformation de tétrades (Franz et a. 2014).

3. Encapsulation
3.1. Définition
L’ encapsulation est un processus physico-chimique ou mécanique qui consiste a

enrober une substance dans un matériau approprié afin de produire des particules
sphériques avec une membrane semi-permeéable mince mais solide ayant des diamétres de
quelques nanomeétres a quelques millimetres (Ana et Singh 2007 ; Chen et Chen 2007 ;
Nedovic et al. 2011;Pordevi¢ et al. 2015). La substance encapsulée peut étre aussi appelée
phase de noyau, de remplissage, active, interne ou de charge utile et elle peut étre sous
forme solide ou liquide. Le matériau d'encapsulation est également appelé revétement,
membrane, enveloppe, capsule, matériau de support, phase externe ou matrice (Frakolaki
et al. 2021).

3.2. Objectifsdel’encapsulation

L’encapsulation permet dimmobiliser le principe actif, le protéger du milieu

extérieur, contréler et cibler salibération et de le structurer (Boukhouya, 2019).

e Immobiliser ou isoler

L’immobilisation est souvent utilisée pour des cellules microbiennes (Yang 2007).
Le confinement de ces cellules dans une membrane semi-perméable s effectue par une
isolation physique du milieu extérieur tout en maintenant un environnement interne adapté

pour leur croissance (Poe et al. 2006).

e Protéger

Multiples composés actifs sont fragiles et doivent étre protégés du milieu extérieur. Pour
cela la technique dencapsulation permet leur protection vis-avis des contraintes

appliquées (Boukhouya 2019).
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e Controler lalibération

Dans la plupart des cas, |’encapsulation a pour but d établir un profil de libération
spécifique. Par exemple, I’industrie agroalimentaire utilise I’ encapsulation afin de limiter
I’ évaporation des molécules volatiles et d’assurer une action prolongée (Specos et al.
2010).

e Structurer

L’ encapsulation d un composé liquide dans des particules solides permet d obtenir
une modification de I’ éat physique du composé actif qui passe de la forme liquide a la
forme solide. Ce qui permet une homogeénéisation simplifiée du mélange du compose actif

initialement liquide au sein d’ une poudre (Boukhouya 2019).

3.3. Typesdecapsules

En général, les capsules sont classées en trois types de base; réservoir, matrice et
matrice enrobée (Serna-Cock et Vallgo-castillo, 2013). La figure 2 schématise chacun des

types.

Figure 2: Types de capsules (Serna-Cock et Vallgo-castillo, 2013).

Le type réservoir a une couche autour du matériau du noyau. Le type matrice al'agent actif
dispersé sur le matériau support et peut également étre trouve sur la surface. Le troisieme
type est une combinaison entre les deux premier types, appelée matrice enrobée; dans
laquelle I'agent actif est une capsule recouverte d'une couche supplémentaire (Serna-Cock
et Valgo-castill02013).
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3.4. Techniquesd’ encapsulation

Les techniques d’ encapsulation ont évolué, passant de la premiere séparation de
phase par coacervation qui était relativement simple et ne permettait de fabriquer que des
microcapsules, en comparaison avec les techniques actuelles, plutdt complexes, qui
permettent de fabriquer a la fois des microcapsules et des nanocapsules en gustant
soigneusement les paramétres du processus. Le choix d'une technique détermine non
seulement la taille mais aussi la morphologie et probablement la stabilité attendue des

capsules visées (Ngwuluka et al.2020).
3.4.1. Techniquesphysiques

e Séchage parpulvérisation (Spray drying) :

Le séchage par pulvérisation est une technique adaptée aux applications
industrielles a grande échelle. Il est flexible, économique et facilement réalisable. Il
consiste & uniformiser une suspension bactérienne par émulsion ou par dispersion avec le
matériau d’ encapsulation. Le mélange est ensuite introduit dans un atomiseur et pulvérise a
travers une buse (Ila chambre de séchage). Le solvant est évaporeé apres contact avec de l'air
chaud ou du gaz. Des microcapsul es séchées de type matriciel seront formées et recueillies
dans le fond du séchoir (Figure 3) (Gibbs et al. 1999;Kailasapathy 2002 ; De Vos et al.
2010;Gharsallaoui et a.2007;Ragjam et al. 2012;Serna-Cock et Vallgjo-Castillo, 2013).

Figur e 3: Schéma représentant |a méthode de séchage par pulvérisation [De Voset al.,
2010]
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e Pan coating :

Le pan coating est une ancienne technique d'enrobage qui remonte au 18éme siecle
et traditionnellement utilisée pour appliquer des couches de sucre et de film sur des
comprimés et des granulés mesurant plusieurs millimetres. Dans le domaine de
I'encapsulation, elle est généralement utilisée pour les matériaux de base mesurant plus de
600 um (Ngwuluka et al. 2020).

Le procédé consiste a appliquer une solution d'enrobage par pulvérisation sur le lit de
granulés dans une cuvette d'enrobage rotative incliné et équipé a l'intérieur de barres
antidérapantes ou de lames inclinées qui permettent la circulation du matériau de base
permettant la circulation du matériau central. L’air chaud a température ambiante est
continuellement introduit et évacué par des tuyaux d'échappement pour faciliter le séchage
de la solution d'enrobage. Les bacs d'enrobage peuvent étre conventionnels ou ventilés
avec des perforations qui permettent a I'air de séchage de s‘échapper a travers le lit de
poudre (Figure 4) (Frey 2015).

Direction de la Entrée d’air
Aération roue de rotation chauffé

| Litatablette |:i::. . Tambour perforé

L=
L

"--\__.1,_

Figure 4: Schémareprésentant 1a méthode du pan coating (Frey 2015).

e Revéement sur lit fluidisé:

La méthode consiste a suspendre la suspension bactérienne dans un courant d'air
chaud ou ambiant (en fonction de la solution de revétement) et les molécules de matrice
sont pulvérisées sur les composants bioactifs (des graisses, des proténes, des glucides et

des émulsifiants) cela forme une capsule d’une taille qui varie de moins de 100 um a 150
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um. (Figure 5).En outre, il est utile d'appliquer une couche supplémentaire de molécules

pour une libération ciblée dansI'intestin (De Vos et al. 2010 ; Nedovic et al. 2011).

Figure5: Schéma représentant la méthode de revétement sur lit fluidisé (De Voset al.
2010)

e [Extrusion:

Tres utilisée pour encapsuler des cellules bactériennes, la technique d'extrusion est simple
et facile a réaliser, peu colteuse. En plus d'étre un processus assez doux, il garantit une
viabilité élevée des cellules encapsul ées (Krasaekoopt et al. 2003 ; Rodrigues et a. 2017).
Cette technique consiste en l'utilisation de solutions hydrocolloides comme I’ aginate
contenant des cultures microbiennes qui sont expulsées sous forme de gouttel ettes par une
seringue dans une solution d'un agent de réticulation tel que le chlorure de calcium (De
Vos et al. 2010) aboutissant a la formation de perles de diamétre allant de 500 um a 3 mm
(Figure 6) (Etchepare et al.2015).

La taille des particules formées dépend du diametre de l'aiguille utilisée pour égoutter la
solution, de la viscosité et de la concentration de la solution hydrocolloide, outre la
distance entre la seringue et la solution de I'agent de réticulation (Rathore et al. 2013 ;
Riaz et Masud 2013). Une concentration et une viscosité plus élevées de la solution
d'encapsulation donnent des perles plus petites (Riaz et Masud 2013).

10



Syntheése bibliographique

Solution de Chlorure
de calcium

Figure 6: Schéma représentant la méthode d’ extrusion (Serna-Cock et Vallgjo-Casti. 2013)

3.4.2. Techniqueschimiques

e Emulson:

Les émulsions sont des systemes formés par |a dispersion de fines gouttel ettes d'un liquide
dans un autre. Les deux liquides appel és phase dispersée et phase continue sont non
miscibles et il sagit le plus souvent d'une solution agueuse de cellules/polymére et d'une
solution huileuse de plus grand volume (huile végétale) (Rathore et al., 2013;0zyurt et
Otles., 2014)

Le raffermissement des capsules est obtenu en abaissant la température ou en g outant une
solution gélifiante telle que le chlorure de calcium sous agitation magnétique (Figure 7).
Par la suite, la gédlification est lancée en abaissant le pH par utilisation d'un acide
liposoluble (Etchepare et a.2015). La taille des billes résultantes est influencée par la
concentration et la viscosité du mélange d'encapsulation avant la géification, la vitesse
d'agitation et le type d'émulsifiant utilisé (Riaz and Masud. 2013).

Etape 1: Etape 2: D es cellules
dispersion des¥ gout.talettcs durcissement par ad(?fjti on probiotiques
par emulsification de chlorure de calcium encapsulées

Phaseinterne

liquide alginate

Cellules
probioti —
ques

+
Polymeére

Cellules microbiennes

Figure 7: Schéma représentant |la méthode d’ émulsion (Burgain, 2011).

11
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3.4.3. Techniques physico-chimiques

e Coacervation :

La coacervation est une séparation de phase d'un systéme colloidal en deux parties liquides,
I'une riche en colloides (coacervat) et |'autre pauvre en colloides (Martins et al.2009). Cette
seéparation peut étre provoquée par des changements de pH, de force ionique, de température,
ou de type de solvant. (Corréa-Filho et al.2019).

Les processus de séparation de phase sont divisés en coacervation simple et complexe. La
coacervation simple implique I'utilisation dun seul polymére tel que la géatine ou
I'éthylcellulose, dans un milieu aqueux ou organique, respectivement. La coacervation
complexe implique deux matériaux polymeres de charge opposée, comme la gélatine et |'acacia,
tous deux solubles dans un milieu aqueux (Gibbs et al.1999; Aloyset al. 2016).

Le schéma généra du processus de coacervation consiste en trois étapes qui se
déroulent sous agitation continue: la séparation de phase, le dépdt et la solidification. La
premiére étape consiste en la formation d'une émulsion huile-dans-eau, par dispersion de I'huile
dans une solution agueuse contenant un hydrocolloide tensio-actif tel que l'aginate ou le
chitosane. La seconde étape consiste en laformation du revétement. Dans ce cas, |la phase riche
en colloides entoure les coeurs des microcapsules dispersées et forme une enveloppe visgueuse
autour des microcapsules. La derniére étape est la stabilisation de la couche ou le durcissement

du revétement, par réticulation thermique ou par effet de solvant (Martins et al. 2009).

Le plus petit diameétre des particules pouvant étre obtenu par coacervation simple est de 20 um

tandis que celui de la coacervation complexe peut aller de 1 um a 500 um(do Amaral 2019).

e FEvaporation de solvant /extraction de solvant :

La formation de capsules par évaporation de solvant /extraction de solvant (Yamakawa et
al.1992 ; Bodmerier et al.1987) est habituellement accomplie en utilisant un polymere de
polyester hydrophobe. Celui-ci est dissout dans un solvant organique volatile non miscible &
I'eau, tel que le dichlorométhane ou le chloroforme, dans lequel le matériau de base est a son
tour dissous ou dispersé. Le site de solution résultant est ajouté goutte par goutte a une solution
aqueuse agitée contenant un stabilisateur approprié tel que I'alcool polyvinylique pour former

de petites gouttel ettes de polymere contenant le matériau encapsulé (Dubey, 2009).

12
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Avec le temps, les perles sont solidifiées pour produire les microcapsules de polymeére
correspondantes. Ce processus de durcissement est réaisé en éliminant le solvant des
gouttel ettes de polymere soit par évaporation du solvant (par la chaleur ou une pression réduite),
soit par extraction du solvant (avec un troisiéme liquide qui est un précipitant pour le polymeére

et qui est miscible al'eau et au solvant).Un schémaillustratif est représenté dans lafigure 8.

L'extraction par solvant produit des capsules dont la porosité est plus élevée que celles

obtenues par évaporation du solvant (Dubey, 2009).

Solution aqueuse de tensioactif

Solvant organique+ Polymere

Matériel a encapsuler

Formation de coque par évaporation de
solvant

Figure 8 : Schémade I’ encapsulation par la technique d'évaporation du solvant (Dubey,
2009)

e Polyéectrolyte couches multiples :

Dans ce procédé, des multicouches de poly-éectrolytes sont préparées en immergeant
progressivement un substrat dans des solutions de poly-éectrolytes chargés positivement
et négativement, selon une procédure cyclique. Des particules noyau/envel oppe de taille et
de propriétés adaptées sont préparées en utilisant des particules colloidaes comme
matériau de base servant de modéle sur lequel des multicouches sont fabriquées. Des
capsules creuses de particules inorganiques, organigques ou hybrides peuvent étre obtenues
en dissolvant le matériau de base. Cette méthode est a la fois polyvalente et simpleavec
I'épaisseur du film multicouche étant contrélée avec précision en faisant varier le nombre
total de couches déployées (Dubey2009).

13
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D’ autres techniques d encapsulation et de microencapsulation que celles citées ci-dessus

sont aussi utilisées selon le principe actif, la matrice enrobante et le type de la capsule. Les

techniques les plus importantes et les plus courantes, a titre indicatif, sont citées dans le
Tableau Il (Ngwuluka et al. 2020).

Tableau Il : Techniques d encapsulation (Ngwuluka et al. 2020).

Techniques physiques /mécaniques /ther miques

Techniques
Physico
chimiques

Techniques
chimiques

Polymérisation

Enrobage | Atomisation Extrusion Thermique | Coacervation
. Dépot
Buse stationnaire Sechgge par couche par
pulvérisation couche
Podle Extrusion centrifuge -
Sz;erfrm dissement Evaporation
enrobage Buse vibrante/jet A du solvant
annulaire (coextrusion) pulvérisation Suspension
Extraction
. Gel de :
Electrohydrodynamique \Vérisati par solvant | Emulsion
R Disque pulvérisation
Revétement | P10 . . . _
_ tournant Microextrusion Inversion de Inclusion Interfacial
enlit h moléculaire
o Extrusion simol phase
fluidisé xtrusion simple ou
doublevie Sol-gel

3.5. Polymeres utilisés dans|’encapsulation

Pour I’ encapsulation des bactéries d’intérét, les supports utilisés devraient étre doux et non

toxiques que ce soit pour les cellules encapsulées ou pour la santé du consommateur

(reconnu comme GRAYS) , ils forment une barriére entre I'agent actif et son environnement

pour le protéger des dommages causés par les facteurs externes, qu'ils soient

biodégradables, biocompatibles, facilement accessibles ou résistants lors de la préparation,

I'entreposage et e transport du produit dans lequel il seraincorporé(Serna-Cock et Vallgo-
Castillo 2013).

14
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Plusieurs éudes ont été menées sur les polymeéres pour I’ encapsulation des probiotiques et

les plus couramment utilisés sont :

a- Polysaccharides

L'alginate de sodium, le carraghénane, la gomme arabique, le chitosane, les dextranes,
I'amidon, l'agar et la cellulose sont les principaux supports utilisés lors du procédé
d'encapsulation (Serna-Cock et Vallgjo-Castillo 2013).

e Alginate

L'alginate de sodium est le matériau le plus utilisé pour |’ encapsulation des probiotiques,

c'est un hétéro polysaccharide naturel extrait des algues brunes et de certaines bactéries
telles que Azotobacter vinelandii et plusieurs especes du genre Pseudomonas. C'est un
polymeére linéaire composé des acides B-D-manuronique et a-L-guluronique li¢ par des
liaisons de type B 1-4(Kamalian, 2014 ; Meiners 2010 ; Soma et al. 2009 ; Petrovié et al.
2007).

00C
OH
-0 HO )
o o o
HO e
OH

"00C

Acide D-manuronique Acide L-guluronique

Figure 9 : Structure chimique de |’ alginate (Islam et a. 2010).

Les propriétés fonctionnelles de I'adginate comme matériau de revétement sont
particulierement liées a la composition et da séquence de ces deux acides (Chavarriet al
2010).

L'alginate de sodium a été largement utilise avec succes depuis de nombreuses années
dans l'industrie alimentaire comme agent épaississant, comme stabilisateur colloidale et
auss comme agent gélifiant en raison de sa capacité a former des hydrogels (des billes)
avec des cations divaents tels que Ca’, Ba™ Sr*? dans des conditions modérées.
L'hydrogel est formé parce que les blocs d'acide guluronigque se lient aux cations, ce qui
donne un réseau tridimensionnel de filaments d'alginate qui sont maintenus ensemble avec
des inters actions ioniques (Serna-Cock et Vallg o-Castillo2013).

15
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En plus d étre facile & manipuler (simplicité), capable de former une matrice hautement
polyvalente, biocompatible et non-toxique pour la protection des composants actifs, et des
cellules sensibles a la chaleur, au pH, a I'oxygene et d'autres facteurs dans lesquels les
aliments sont exposés pendant son traitement et son stockage (Etchepare et al.2015),
I’ alginate de sodium permet la livraison des cellules prises en piége dans I’ intestin humain

ce qui ne peut étre gu’un autre avantage.

e Carraghénane

Le carraghénane est un polysaccharide linéaire naturel extrait d'algues rouges. Elle
a une masse moléculaire élevée, elle est constituée de répétitions d unités de 3,6 anhydro-
galactose, a la fois sulfaté et ester-sulfaté, rejoints par une alternance de liaisons a-1,3 et -
1,4glycosidiques. Divers arrangements se produisent naturellement dans ces composants et

créent trois types de base de carraghénane(Mosilhey, 2003).

Ces polymeres sont traditionnellement identifiés par des préfixes grecs, kappa, iota et
lambda-carraghénanes. Ce dernier est utilisé pour augmenter la viscosité des produits
tandis que les deux premiers sont reconnus pour leur capacité a former des gels mais les

plus utilisés sont les Kappa-carraghénanes (Van De Velde et al. 2002)

Les températures devés (de 60°C a 80°C) sont nécessaires pour dissoudre le polymére a
des concentrations allant de 2% a 5%, méme S'il y a des différences entre chaque type de
carraghénane, toutes sont solubles a des températures élevées et sont stables au-dessus de
pH 4,5. La formation de gel en utilisant ce polymere se fait par le changement de
température. La suspension cellulaire est mélangée avec la solution de ce polymere
stérilisé a 40-50°C et le mélange est rgjouté par |a suite goutte par goutte a une solution de
KCl ou de CaCl, a latempérature ambiante afin de former des billes de carraghénane bien
distinguées. (Soma et a. 2009; Anal et Singh 2007).

e Gommearabique

La gomme arabique (GA) est un exsudat de tiges et de branches de I’ arbre Acacia
Senegal, c'est un arabinogalactan(Espinosa-Andrews et al. 2007). Elle est composée
d'arrangements ramifiés de sucres simples et de protéines (2%) (Rokka et Rantamiiki
2010). C'est un agent efficace d’ encapsulation des probiotiques en raison de sa solubilité

dans I’eau, sa faible viscosité pour des solutions concentrées par rapport a d autres

16
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gommes d’ hydrocolloides, sa capacité d’ agir en tant qu’ agent émulsifiant et par rapport a
la plupart des autres polysaccharides, la gomme d’acacia est extrémement résistante aux
divers traitements physico-chimiques, en particulier dans des conditions acides (Mosilhey,
2003).

e Chitosane

Le chitosane est un biopolymere polysaccharidique, le produit N-désacétylé de la
chitine qui se trouve dans la paroi cellulaire des champignons. Ce polysaccharide est bon
marché, possede d'excellentes propriétés adhésives aux cellules (biocompatible), soluble
dans I'eau dans des conditions acides (pH< 6) (Sankalia et al. 2007), biodégradable par |a
microflore du colon et non-toxique pour les cellules humaines mais sa propriété
antibactérienne a limité son utilisation comme un matériau de revétement pour
I’ encapsulation des probiotiques. Le chitosane est souvent utilise en combinaison avec
I'alginate comme revétement afin de modifier la vitesse de diffusion des substances
encapsulées ou en tant qu'additif pour la modification de la structure des billes (Lee et al.
2004; And et Kailasapathy 2005) de ce fait les systémes chitosane-alginate améiorent la
stabilité des billes d'alginate et augmentent la viabilité des microorganismes probiotiques
encapsulés (Chavarri et al. 2010 ; Soma et al. 2009 ; Anal et Singh 2007 ; Kailasapathy
2002).

GH:0H ) (I:izf)g j GHaOH
OH
INCE UK oH o OH
NH, | NH, |n NH,

Figure 10 : Structure chimique du chitosane(lslam et a., 2010).
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e Amidon

L'amidon est un polysaccharide généralement transparent, inodore, insipide et incolore
constitué d'un grand nombre d’ unités de D-glucose réunies par des liaisons glucosidiques.
Les granules d'amidon contiennent I’amylose et |’amylopectine, qui peuvent former des
solutions et des gels (Rokka et Rantamaki 2010 ; Pavli et al. 2018). Ce polymere présente
des avantages qui constituent un atout pour son utilisation en microencapsulation des
probiotiques, dont sa capacité a atteindre le colon ou il serafermenté et son utilisation par
la suite par les bactéries probiotiques dans le gros intestin en plus de la facilitée
d’ adhérence de certaines bactéries a ce dernier ce qui permet I’amélioration de la rétention
des probiotiques viables et métaboliquement actifs dans le tractus intestinal (Burgain et al.
2011).

CEI-COEL [ = ST =
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Figure 11 : Structure chimique de |’ amylopectine et de I’amylose (Tester et al. 2004).
e Gdatine

La géatine a une structure tres particuliere et des propriétés polyvaentes
fonctionnelles. Lorsqu’ elle est mélangée avec I'eau froide, elle forme un gel colloidal semi-
solide. Comme I'amidon, la gélatine ne forme pas de billes. En raison de sa nature
amphotére, la gélatine pourrait étre combinée avec d'autres polymeres tels que la gomme
de géllane comme matrice pour la microencapsulation (Ana et Singh 2007 ; Rokka et
Rantamaki 2010).

18



Syntheése bibliographique

b- Lipides

Les lipides utilisés dans I’ encapsul ation comprennent les cires naturelles, les huiles
végétales et les acides gras. Ces composés marquent certains désavantages concernant leur
application, montrant des instabilités mécaniques et chimiques ainsi qu'une diminution de
la qualité organo-liptique c’'est pourquoi ils sont généralement appariés avec dautres

matériaux tels que les polysaccharides et les proténes (Pavli et al. 2018).

c- Protéines

Le gluten, la caséine, les protéines du lactosérum et I'albumine sont les protéines
d'encapsulation les plus utilisées (Serna-Cock et Vallgo-Castillo 2013].

3.6. Critéresde sélection d’unetechnologie d’ encapsulation

Pour apporter les avantages désirés de I’ encapsulation, il faut étudier soigneusement

la conception d’ encapsul ation (Solanki et al. 2013), soient :

e Etudier les caractéristiques physicochimiques du principe actif ;

e FEtudier les conditions de traitement appliquées au cours de la production ou la
transformation des aliments ;

e Avoir uneidée sur lafagon dont les encapsul és sont stockés avant leur utilisation ;

e Anayser les conditions de stockage du produit alimentaire qui contient les
encapsulés avant I’ utilisation par le consommateur ;

e Savoir la talle et la densité nécessaires des particules pour qu'elles soient
incorporées correctement dans le produit alimentaire ;

e Chercher les déclencheurs et |les modes de libération de la matiére encapsulée ;
estimer le cout de I’ opération et les limites financiéres.
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Matériel et méthodes

Le présent travail a été réaliseé aux laboratoires de Microbiologie Appliquée et de
Biotechnologies V égétal es et Ethnobotanique de I’ université Abderrahmane Mira— Bejaia
1. Matérid
1. Lasouche utilisée
Une souche de bactéries lactiques a été utilisee a savoir : Pediococcus acidilactici.
Elle fait partie de la collection des souches du laboratoire de microbiologie appliquée
(équipe : interaction microbienne, biofilms et probiotiques). La souche a été congelée a (—
80°) dans du bouillon MRS additionné de 15% de glycérol.
2. Milieu decultureet polymere
» Milieu deculture
Milieu MRS (de MAN, ROGOSA et SHARPE) : Bouillon ( Conda. pronadisa.
Espagne) et gélose (Biokar) préparée fraichement au niveau du laboratoire.
» Polymére

Polymere de type iota-carraghénane (SIGMA).

V. Méthodes
1. Revivification et | solement de la souche bactérienne:

La pureté de la souche Pediococcus acidilactici a été vérifiée sur gélose MRS a partir
d'un bouillon MRS. Les boites de Pétri contenant la gélose MRS préalablement coulée et
séchée sont stérilement ensemencées par étalement en stries d' une goutte du bouillon de
culture, I'incubation et faite a 37°C pendant 48h, la culture est dite pure si on obtient des
colonies homogenes de méme forme (sphérique), méme taille (petite) et méme couleur
(blanche).

2. Repiquage

Apres avoir vérifié la pureté de la culture (absence de contamination dans la boite de
Pétri), on repique stérilement quatre colonies, de méme taille, de la souche qu’ on dépose
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dans un tube contenant 9mL de bouillon MRS précédemment préparé.L’incubation se fait
pendant 18h a 37°C.

3. Dénombrement

1mLdu bouillon de culture est déposé aseptiquement dans 9mL d’ eau physiologique
et des dilutions décimales (10" & 10®) ont été réalisées. Le dénombrement de la flore

meésophile a été effectué sur milieu MRS.

L’ ensemencement se fait en profondeur. La méthode consiste a verser un volume de 1mL
des dilutions (107) et (10®) dans une boite de Pétri, couler le milieu MRS en surfusion et
homogénéiser en effectuant des mouvements en 8. Apres solidification des milieux,

lesdeux boites sont incubées a37°C pendant 18h.

Apres incubation, le dénombrement de la flore lactique a été réalisé selon la formule

suivante :

N ZC

- V(Hl + O,lnz)d

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

2C : somme totale des colonies dénombrées.

nl : nombre de boites prises en compte dans la premiéere dilution (la plus faible).
n2 : nombre de boites prises en compte dans la seconde dilution (la plus forte).

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

v : volume d’inoculum utilisé.

Le résultat et [ N =5,2.10° UFC/mL }

4. Préparation des solutions CaCl, KCI et carraghénane:
> CaCl,

On prépare trois solutions del00mL chacune : la premiere a 0,2M, la seconde a 0,5M et la
derniére a 1M, gu’ on dépose dans le bain marine jusgu'a ébullition, aprés homogénéisation
sous agitation a température ambiante (Selon le protocole d’ Elida et al. (2020) modifié).
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» KCI
Une solution de KCIl a 1M est préparée sous agitation avec chauffage a 40°C jusgu'a
homogénéisation.

» Carraghénane

Plusieurs solutions de carraghénane a différentes concentrations ont été préparées selon le
protocole d Elida et al. (2020) modifié (Tableau I11).

Tableau |11 : Solutions de carraghénane préparées.

Carraghénane (4% (3% |2% |1,8%|1,7% |1,6% | 15% |1,4% | 1,3% | 1,2% | 1%

Masse (g) o8 |06 |04 036 |[034 [032 |03 |028 0,26 |024 |0,2

Volume(mL) |20 |20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

La préparation des solutions a été effectuée comme suit:
e Chauffer I’eau distillée a utiliser a80°C,
e Ajouter le carraghénane sous agitation et laisser homogénéiser,
e Stériliser les solutions obtenues a 121 °C pendant 20 min et laisser refroidir

jusqu’ aux aentours de 40°C pour pourvoir gjouter la souche bactérienne.

Le Tableau IV résume les différentes observations constatées apres la préparation de

chague solution :

Tableau |V : Etat du polymére a différentes concentrations & 40°C.

Concentration Etat Remarque
4% Gel Gélification du polymere avant d’ atteindre les
3% Gel 40°C et impossible de I’ aspirer dans la seringue
2% Gel pour réaliser I’ encapsulation.
1870& e Gdlification avant d'atteindre 40°C et difficulté
16% Ca d’ aspiration avec la seringue.
1,5% Semi- Gel Partiellement gélifié & 40°C mais peut étre
1,4% Semi- Gel aspiré par la seringue sous agitation douce.
1,3% Non gélifié Un bon éa de gélification et facilité
1,2% Non gélifié d aspiration avec la seringue.
1% Liquide Reste liquéfié méme aux alentours de 40°C.
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D'aprées ce tableau, les concentrations 1% ; 1,2%:1,3%;14%; 15%sont les
concentrations qui ont donné de meilleurs résultats et par conséguent un bon nombre de

capsules.

Pour choisir la concentration de carraghénane a retenir, un test avec les deux solutions de
coagulation CaCl, et KCl a été réalisé puis le polymére est extrudé sous forme de
gouttelette par une seringue sans la bactérie dans la solution. Le tableau V regroupe les

tests et |es observations constatées.

Remarqgue: une premiere expérience avec le CaCl, (4%) a été réalisée avec les
concentrations 4% ; 1,8% ; 1,7% ; 1,6% ; et 1,5% du polymére mais aucune capsule

n'aétéretrouvéed’ ou le passage al’usage du CaCl, (IM).

Tableau V : Etat des capsules formées avec les deux solutions de coagul ation.

Polymere CaCl, (IM) e,
1,5% Formation de quelques petites capsules dans les deux solutions

1,4% Apparition de quelques capsules Formation de petites capsul es séparées
Apparition de petites capsules

1,3% Formation de capsules plus définies
1,2% Formation de petites capsul es attachées non persistantes facilement solubles
1,0% Capsules minuscules qui se dissolvaient rapidement

D’apres les tests réalisés, la concentration en carraghénane qui a permis I’ obtention de
capsules est celle al, 3% et la solution de coagulation la plus appropriée est le CaCl, (1IM).

5. Préparation dela souche probiotique pour I’encapsulation

La souche lactique Pediococcus acidilactici a été cultivée dans le bouillon MRS a
37°C pendant18h puis les cellules sont recueillies par centrifugation a 4500 rpm pendant
15minutes. Le culot contenant les cellules bactériennes a été lavé deux fois avec de I’ eau

physiologique puis suspendu dans 5mL d’ eau physiologique.

Afin de vérifier s I'gout de la suspension bactérienne au polymere peut affecter sa
gédlification, la suspension a été réalisée dans 5mL d eau physiologique puis dans 5mL
d eau distillée séparément. Les résultats et observations obtenus sont résumés dans le
tableau VI.
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Tableau VI : Etat du polymeére avec |’ eau distillée et avec I’ eau physiologique.

Polymere + eau distillée Polymere + eau physiologique

Le polymére est plus liqguide méme aux | Gdlification du polymére qui peut étre
alentours de 40°C mais les capsules sont | facilement aspiré avec la seringue, les
moins rigides et moins définies. capsules sont plus dures et plus persistantes.

On peut constater que suspendre la bactérie dans de I’ eau physiologique est le meilleur
choix pour obtenir de melilleures capsules.

6. Test d’encapsulation dansle carraghénane (1,3%) par Emulsion

Apres la préparation des deux solutions stériles du carraghénane (1,3%) et de CaCl,
(IM), et selon le protocole de (Ziar et al. 2012) modifié, 100 mL dhuile végétae
(Tournesol) est versé dans un bécher stérile, supplémenté de 1mL de Tween-80. Le
mélange est aussitot expulsé sous forme de petites gouttes al aide d une seringue stérile de
1 mL avec une aiguille de sortie (30G) sur I'huile. La solution de CaCl, estpar la suite

délicatement gjoutée sur les parois jusqu’ ala rupture del’ émulsion.

Apres 15 minutes d agitation, les capsules formées sont séparées de la phase aqueuse et
rincées 2 fois avec une solution saline stérile (0,9 % NaCl) puis conservées dans des tubes
stérilesa4°C.

7. Encapsulation dela souche dansle Carraghénane par extrusion

L’ encapsulation de la bactérie a éte réalisée, selon le protocole de De prisco et al.
(2015) modifié, en mélangeant 5 mL de la suspension bactérienne (en phase exponentielle)
avec 20 mL du polymere (1,3%) préalablement stérilise et refroidi aux alentours de 40°C.
Le mélange est immédiatement extrudé sous forme de gouttel ettes par une seringue stérile
de 1 mL avec aiguille sortie 30G dans 40 mL d’une solution de chlorure de calcium a 1M

stérile et dg§arefroidie.

Les billes ainsi formées sont récupérées, lavées une fois avec de |’ eau distillée stérile afin
d éiminer I’excés de calcium. Elles sont ensuite conservées dans quelques gouttes d’ eau
physiologique a4°C.
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8. Dénombrement apres encapsulation

Apres la filtration des capsules via un papier filtre (110 mm), on récupere la solution de
CaCl, qui contient les bactéries non encapsulées pour effectuer des dilutions. 1ImL a été
prélevé aseptiqguement de la solution de CaCl, puis gjouté a 9mL d’eau physiologique et
des dilutions décimales ont été réalisées (10" & 10°). Le dénombrement de la flore
mésophile a éé effectué, en versant en masse un volume de ImL des dilutions (10°) et
(107) dans le milieu MRS en boites. Aprés solidification des milieux, les boites sont

incubées a 37°C pendant 18h.

La lecture des deux boites a donné un nombre de 22 colonies pour la dilution 10 et

aucune colonie n’ a été dénombrée pour ladilution 10™.

En appliquant larégle du dénombrement on aura: N = 2,2 .10° UFC/mL
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V. Résultats et discussion
1. Extrusion

L’encapsulation de la souche de Pediococcus acidilactici dans 1,3% d'iota-

carraghénane et CaCl,a 1M adonné des billes de forme sphérique.

Les billes obtenues sont plus ou moins homogénes (Figure 12) ce qui pourrait étre di a des
facteurs techniqgues comme ceux rencontrés par Ouled- Haddar et al. (2016) apres
encapsulation de Lactobacillus plantarum avec le k-carraghénane, il a été obtenu des billes
homogeénes avec quelques variations dues a des facteurs comme la distance entre |'origine
de l'aiguille d'extrusion et le bain de gdification et a certains facteurs associés au gel,

comme la concentration, laviscosité et |la densité de ce dernier.

Figure 11 : Aspect des billes de la souche Pediococcus acidilactici dans|’iota-
carraghénane

Des hilles sous forme cylindrique ont été aussi obtenues par Ouled- Haddaret al. (2016)
avec |la kappa-carraghénane a 2%, aors gue celles obtenues dans notre travail avec |’iota-
carraghénane a 1,3% sont de forme sphérique, ce qui signifie que le type de polymére

utilisé et sa concentration influenceraient la morphologie des billes formées.

2. Emulsion

Les capsules formées par la technique d’ émulsion sont bien rigides et bien séparées
(Figure 13), avec formation d'une couche d' huile a la surface de la solution durcissante ;
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ce qui empéche I’ utilisation de cette technique en aviculture (a cause de la couche d’ huile

qui reste alasurface).

’ﬁ

Figure 12 : Aspect des billes formeées par la technique d’ émulsion.

Il adégaété rapporté par Afzaa et al. 2020 que I’ encapsul ation de Bifidobacterium bifidum
dans 3% de k-carraghénane par |a technique d’ émulsion a montré une efficacité de 93%.

Donc latechnique d encapsul ation peut influencer I’ efficacité.

3. Rendement del’encapsulation

Le rendement de I’ encapsulation a été calculé par |e dénombrement des cellules restantes
dans la solution durcissante utilisée pour I'encapsulation et cela sur gélose MRS. Le

Tableau VI résume les résultats obtenus.

Tableau VII: Taux d encapsulation (%) obtenu par latechnique d’ extrusion.

Nombre de Nombre de cellules restantes dans la Nombre de Taux
cellules avant solution de CaCl, aprés cellules d encapsulation
encapsulation encapsulation (UFC/mL) encapsulées (%)

(UFC/mL) (UFC/mL)

1,3*10° 1,4*10° 1,16*10° 89%

Le taux initial de cellules bactériennes Pediococcus acidilactici avant encapsulation était
de 5,2.10°UFC/mL. La suspension bactérienne a subi une dilution de ¥ (5mL de la
suspension bactérienne dans 20mL de la solution d’iota- carraghénane), ce qui diminue la

charge bactérienneinitidlea 1,3.10° UFC/ mL.
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En tenant compte du facteur de dilution rencontré lors de la manipulation, le nombre de
cellules restantes aprés encapsulation est de I’ordre de 1,4.10° UFC/mL. Ainsi, un taux

d  encapsul ation de 89 %a pu étre obtenu au terme du protocole d’ encapsul ation adopté.

Un des facteurs causant le déclin du taux d’ encapsulation serait la perte de cellules dans la
solution de CaCl,,

Selon Elida et a. (2020), le carraghénane peut protéger |es cellules bactériennes pendant le
processus d'extrusion des facteurs extérieurs afin que le processus de piégeage ait lieu.

4. Effet descationssur la gdification du carraghénane

D’aprés I'état de |'iota-carraghénane, la gélification sest produite par contact avec la
solution aqueuse contenant |e cation du métal alcalino-terreux Ca’ avec une concentration

de 1M et par consequent laformation des billes est plus définie.

Tosa et d. (1979)ont montré que le kappa-carraghénane se gédlifie facilement au contact

d'ions métalliques, d'amines et de dériveés d'acides aminés.

Les hilles se forment d’'une maniére plus compacte lorsqu’elles sont égouttées dans la
solution de CaCl,, ceci correspond aux résultats d'Elida et al. (2020) qui ont montré que
l'augmentation du nombre de perles générées est affectée par une augmentation de la
concentration de solution de CaCl,ce qui améliore I'efficacité de I'absorption des

molécules au moment de la formation des perles.

Un mélange de polymeres pourrait ainsi améliorer le potentiel d encapsulation et

augmenter le rendement de ce procéde.

D’apres les résultats des expériences réalisées dans cette éude a savoir un taux
d encapsulation élevé de 89% ; I'utilisation de I’iota-carraghénane pour |’ encapsulation

des cellules par latechnique d’ extrusion a montré son efficacité.

Il est nécessaire de réaliser des études complémentaires sur la caractérisation physico-
chimique des billes et des tests de viabilité des cellules encapsulées afin d éudier avec

plus de précision I’ efficacité de cette technique.

28



Conclusion




Conclusion

Conclusion

Cetravail a été réalisé dans le but de trouver les conditions nécessaires pour réussir
I’encapsulation de la bactérie lactique probiotique Pediococcus acidilactici dans une

matrice de biopolymere iota-carraghénane.

Les résultats obtenus ont montré que I’ encapsulation de la souche probiotique, dans
I"iota-carraghénane a 1,3% et dans une solution durcissante de CaCl,a 1M, est optimale a
ces concentrations pour la production de capsules avec le polymére sélectionné avec un
taux d’ encapsulation de 89%.

En outre, il est nécessaire de réaliser des études complémentaires telles que la
caractérisation physico-chimique des capsules, la viabilité in vitro et in vivo afin d’ éudier
avec plus de précision I'efficacité de cette technique dans la libération controlée des

probiotiques et son application dans la production alimentaire humaine et animale.
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Annexe

Réactifs

Polymere : iota-carraghénane ( SIGMA).

Tween-80 ( BIOCHE Mchemopharma).

Eau physiologique 0,9%.

Chlorure de calcium CaCl; (110.98 g/mol) (BIOCHEM chemopharma).

Chlorure de potassium KCl (74.55 g/mol) (SIGMA-ALDRICH).

Huile végétale de Tournesol du commerce.

Appareillage

Plague chauffante et agitatrice (VELP
SCIENTIFICA).

Bain marie-agitateur.

Balance (RADWAG). Four Pasteur.

Bec Bunsen. Etuve.

Micropipette. Papier filtre 110 mm (Macherey-
Nagel)

pH metre. Réfrigérateur.

Autoclave (BIOBASE). Vortex.

Centrifugeuse.

Barreau magnétique.




Préparation dela Gélose MRS

e Géose (Biokar).

e 7039 L.

e pH=5.7.

e Température d autoclavage 121°C/ 15a 20 min.

- Chauffer une petite quantité d’ eau distillée.

- Ajouter lagélose Biokar en poudre doucement sous agitation.

- Agiter jusqu'a dissolution.

- Ajouter laquantité restante d’ eau.

- Couvrir I’erlenmeyer avec du papier aluminium pour empécher I’ évaporation.
- Laisser bouillir environ 30min.

- Ajuster le pH.

- Autoclaver le milieu préparé.



Résumeé:

Ce travail a permis d’ encapsuler la bactérie lactique probiotique Pediococcus
acidilactici dans le carraghénane comme matériau d'enrobage et dans la solution de CaCl,a
1M en utilisant la technique d'extrusion. Les paramétres observés sont la forme et I’ aspect
des capsules ainsi que le rendement d encapsulation. Les résultats ont montré qu’ avec le

carraghénane (1,3%), on obtient des capsules de forme sphérique plus ou moins

homogenes avec un taux d’ encapsulation qui atteint les 89%.
Mots clés : encapsulation, carraghénane, capsules, bactéries probiotiques, extrusion.
Abstract:

This work has enabled to encapsulate the probiotic lactic acid bacterium
Pediococcus acidilactici in carrageenan as coating material in the solution CaCl, 1M using
the extrusion technique. The monitored parameters are the shape and appearance of the
capsules as well as the encapsulation yield. The results showed that with carrageenan
(1.3%) we got capsules of spherical shape, more or less homogeneous and an
encapsulation rate that has reached 89%.

K ey wor ds: Encapsul ation, carrageenan, capsules, probiotic bacteria, extrusion.
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