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L'importance de la santé intestinale dans la production de poulets de chair est une 

priorité clé dans l'industrie, un intestin sain étant essentiel pour une performance et une 

productivité optimale des volailles (Naeem, 2018; Souza et al., 2020). Des facteurs tels que les 

soins prodigués aux poussins, la qualité des aliments et l'utilisation d'additifs jouent un rôle 

crucial dans le maintien de la santé intestinale (Souza et al., 2020).  

L'utilisation de divers additifs dans les régimes alimentaires des poulets de chair joue 

un rôle crucial dans l'amélioration de la croissance, de la santé et de la qualité de la viande. Ces 

additifs peuvent être classés en suppléments nutritionnels et protecteurs de la santé, les 

antibiotiques étant un choix traditionnel (Doski et Yaseen, 2023).  

Les antibiotiques sont utilisés normalement pour traiter les maladies microbiennes 

depuis plus de 50 ans. Cependant, l'utilisation excessive d'antibiotiques peut entraîner le 

développement de la résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogènes. De plus, les 

antibiotiques causent d'autres problèmes, tels que la destruction de certaines bactéries 

bénéfiques dans l'intestin des volailles (Alagawany et al., 2018). 

L'utilisation des probiotiques dans la production avicole a suscité une attention 

considérable en tant qu'alternative viable aux antibiotiques, notamment pour améliorer la santé 

intestinale, la performance de croissance et la qualité de la viande. Les probiotiques, qui sont 

des micro-organismes vivants apportant des bienfaits pour la santé, jouent un rôle crucial dans 

le maintien d'un microbiote intestinal équilibré, l'amélioration de l'absorption des nutriments et 

le renforcement de l'immunité chez les volailles (Halder et al., 2024). 

Les bactéries lactiques (BL) jouent un rôle essentiel dans la nutrition animale, 

principalement en rétablissant l'équilibre de la microflore intestinale et en favorisant 

l'homéostasie. Leurs propriétés probiotiques ont été largement étudiées, mettant en évidence 
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divers mécanismes par lesquels elles améliorent la santé des animaux (Fuller, 1989; 

Chaucheyras-Durand et Durand, 2010). 

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivants qui, pour être 

reconnus comme tels, doivent satisfaire à plusieurs critères fondamentaux (Parichat et 

Pongsak, 2023). Ils doivent d’abord être rigoureusement identifiés au niveau du genre, de 

l’espèce et de la souche. Leur innocuité pour le consommateur doit être démontrée dans le cadre 

de l’usage prévu. De plus, leur efficacité doit être validée par des preuves scientifiques attestant 

de leurs bienfaits sur la santé. Enfin, ils doivent être présents en quantité suffisante et rester 

viables dans le produit jusqu’à sa consommation, afin de garantir leur action bénéfique. 

Des recherches approfondies ont révélé les bienfaits des microorganismes pour la santé, 

ce qui a conduit à la découverte de nombreuses nouvelles applications ( Braune et Blaut, 2016; 

Douillard et de Vos, 2019). Notamment, ()l'utilisation des espèces de Lactiplantibacillus 

comme alternative aux antibiotiques dans l'élevage animal a suscité une attention considérable 

(Liu et al., 2023).  

Lactiplantibacillus est largement répandu dans divers environnements, tels que les 

tractus gastro-intestinal et urogénital des humains et des animaux. Ces bactéries polyvalente 

présente diverses caractéristiques physiologiques, biochimiques et génétiques, y compris la 

production de substances antimicrobiennes telles que des peptides, des exopolysaccharides, des 

métabolites secondaires et des acides organiques (Vijayakumar et al., 2015). 

Lactiplantibacillus plantarum est largement utilisé comme probiotique (Abdelazez et al., 

2018). Ces probiotiques possèdent des attributs tels que la régulation du pH, la production de 

vitamines, d'enzymes et de composés antibactériens. Ils sont également connus pour leur 

capacité à restaurer une microflore intestinale saine après des perturbations causées par des 

maladies (Chaubey et al., 2000; Nami et al., 2014). Ouwehand et al. (1999) a démontré que 



                                                                                                                            Introduction 

 

3 

 

Lactiplantibacillus améliore la croissance et la qualité des produits des animaux sans avoir 

d'impact négatif . De nombreuses études ont rapporté les effets bénéfiques de ce genre sur la 

santé humaine et animale ( Seddik et al., 2017; Qasim et al., 2023; Liu et al., 2023). 

Cependant, leur utilisation dans l'alimentation humaine et animale pose des défis en 

raison des conditions hostiles dans le tractus gastro-intestinal (TGI) et du processus de 

fabrication des aliments. En effet, les bactéries probiotiques sont sensibles aux facteurs 

environnementaux tels que l'acidité, les températures élevées et l'exposition à l'oxygène pendant 

la fabrication des aliments.  

Pour contrer ces vulnérabilités, la technologie d'encapsulation, souvent utilisant des 

billes d'hydrocolloïdes, est fréquemment employée pour améliorer leur survie dans des 

conditions difficiles et leur fonctionnalité dans le TGI (Rao et al., 1989; Liu et al., 2020; Yang 

et al., 2024). L'encapsulation dans des billes d'alginate de calcium est l'une des techniques 

couramment utilisées pour l'immobilisation des cellules vivantes. L'alginate de calcium a 

également été fréquemment utilisé pour la microencapsulation et l'immobilisation des BL, 

notamment en raison de sa simplicité de manipulation, de sa non-toxicité, de son faible coût et 

de son acceptation en tant qu'additif alimentaire (Damayanti et al., 2021). 

Ainsi, l'objectif principal de ce travail était d'étudier la faisabilité de l'utilisation de 

souches de bactéries lactiques, isolées à partir de fèces de poulets de chair, en tant que 

probiotiques potentiels dans l’alimentation avicole. C’est dans ce contexte que notre travail 

expérimental a pris naissance et s’articule autour des points suivants : 

1-  Identification et caractérisation de souches de bactéries lactiques d’intérêt probiotique, 

isolées à partir de fèces de poulets de chair. 

2- Évaluer les propriétés probiotiques de ces souches, notamment leur activité 

antibactérienne, antioxydante, leur capacité d’auto-agrégation, d’adhésion au 

polystyrène, leur tolérance au phénol, ainsi que leur innocuité (absence de cytotoxicité 

et d’hémolyse). 
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3- Étudier l'effet de l'encapsulation en alginate sur la survie des souches sélectionnées dans 

des conditions simulées du tractus gastro-intestinal (TGI), en comparaison avec les 

cellules libres. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie bibliographique 
 

 



                                                                                                            Partie bibliographique 

5 

 

I. Probiotiques  

Vers 1900, le prix Nobel Elie Metchnikoff a émis l'hypothèse que la longévité et la bonne 

santé des paysans bulgares étaient dues à leur consommation de produits laitiers fermentés. Plus 

tard, il a été convaincu que le yaourt contenait les organismes nécessaires pour protéger 

l'intestin des effets néfastes d'autres bactéries nocives. Les premiers essais cliniques sur les 

effets des probiotiques sur la constipation ont été menés dans les années 1930. Le Département 

de l'Agriculture des États-Unis a approuvé un produit probiotique pour le traitement de la 

diarrhée (infection à Escherichia coli ) chez les porcs dans les années 1950. Selon l'Organisation 

mondiale de la santé (OMS), les probiotiques constituent le deuxième système de défense 

immunitaire le plus crucial, après que les médicaments largement prescrits soient devenus 

inefficaces en raison de la résistance aux antibiotiques, reconnue pour la première fois en 1994  

(Parvez et al., 2006).  

I.1. Définition 

Le mot « probiotique » est dérivé du mot grec « probios », qui signifie « vie », mais sa définition 

a changé au fil du temps, parallèlement à l'intérêt croissant pour l'utilisation de suppléments 

contenant des bactéries vivantes et aux progrès de notre compréhension de leur fonctionnement. 

Initialement, le terme était utilisé pour décrire les substances produites par un micro-organisme 

qui favorisaient la croissance d'autres micro-organismes, mais il a ensuite été utilisé pour décrire 

des extraits de tissus favorisant le développement microbien et des additifs dans l'alimentation 

animale qui bénéficiaient aux animaux en équilibrant leur flore intestinale. Jusqu'à récemment, 

la définition de Fuller (1989) était la plus populaire et a joué un rôle important dans le 

développement de l'idée des probiotiques à plusieurs égards : « les probiotiques sont des 

compléments alimentaires microbiens vivants qui ont un effet bénéfique sur l'animal hôte en 

améliorant l'équilibre microbien ». L'Organisation mondiale de la santé pour l'alimentation et 

l'agriculture FAO/WHO (2002) a fourni la définition actuellement utilisée, qui définit les 
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probiotiques comme « des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en 

quantités adéquates, confèrent un bénéfice pour la santé de l'hôte ».  

I.2. Classification des probiotiques 

Les microorganismes les plus couramment utilisés comme probiotiques sont les bactéries 

lactiques (BL) telles que les lactobacilles et les bifidobactéries (Kechagia et al., 2013). Les BL 

sont des espèces bactériennes à Gram positif et catalase négative qui peuvent produire de l'acide 

lactique comme produit final principal de la fermentation des glucides ; par conséquent, le genre 

Bifidobacterium est répertorié parmi eux plutôt que phylogénétiquement, car ils utilisent une 

voie métabolique distincte (Felis et al., 2015) (Tableau I). 

Tableau I. Genres des bactéries et levures considérés comme probiotiques (Staniszewski et 

Kordowska, 2021). 

Espèces Lactobacillus Espèces Bifidobacterium Autres 

L. acidophilus  

L. casei,  

L. plantarum,  

L. rhamnosus,  

L. reuteri  

B. longum,  

B. breve,  

B. bifidum,  

B. adolescentis 

Streptococcus thermophilus 

Pediococcus acidilactici 

Kluyveromyces marxianus 

Pichia kudriavzevii,  

Pichia fermentans, 

Escherichia coli  

Saccharomyces cerevisiae 

Candida norvegica.  

 

I.3. Principal genre des bactéries lactiques: Lactobacillus comme probiotiques  

Selon Schleifer et Ludwig (1995), le groupe des bactéries lactiques comprend 

différents genres, dont Lactobacillus, qui a été décrit pour la première fois en 1901. Toutefois, 
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il représente un groupe extrêmement diversifié, tant sur le plan génétique que sur le plan 

écologique. Les lactobacilles sont des bactéries Gram-positives qui sont principalement non 

mobiles, négatives pour la catalase, non formant de spores, et de forme bâtonnet. Elles peuvent 

également avoir une forme courbée ou avoir tendance à se développer en chaînes et se 

développer à une température optimale comprise entre 30 et 40°C. Ils peuplent des habitats 

riches en nutriments associés à la nourriture, aux aliments pour animaux, au sol, aux plantes, 

aux animaux (à la fois vertébrés et invertébrés), et aux humains, et sont principalement 

caractérisés par un métabolisme fermentatif, bien qu'ils montrent également des signes de 

respiration, avec l'acide lactique comme principal produit (Palareti et al., 2016; Duar et al., 

2017). Le glucose est utilisé par les lactobacilles soit par voie homo-fermentaire (production 

d'acide lactique à 85%), soit par voie hétérofermentaire (production d'acide lactique, CO2, 

éthanol et/ou acide acétique en quantité équimolaire) (Claesson et al., 2007; Slover, 2008).  

L'histoire de la classification des lactobacilles est complexe. Les lactobacilles étaient 

classés en bactéries homo-fermentaires obligatoires, hétéro-fermentaires facultatives et hétéro-

fermentaires obligatoires (Schleifer, 1987). D'autres caractéristiques phénotypiques (comme la 

culture, la paroi cellulaire, les activités biochimiques et la composition en acides gras) ont 

permis une distinction plus précise des espèces et des souches. Dans les années 1990, la mise 

en place de critères génotypiques a mis en évidence de nombreuses contradictions entre la 

structure phénotypique et phylogénétique des lactobacilles (Falsen et al., 1999). Au cours des 

années suivantes, la substitution du modèle phénotypique de la classification des bactéries au 

modèle phylogénétique a conduit à une révision importante de l'ensemble de la structure de la 

taxonomie des bactéries lactiques, à des modifications du statut taxonomique de certaines 

espèces et à l'apparition de nouveaux noms dans la liste taxonomique. Alors qu'en 1991, les 

Lactobacilles étaient classés en trois groupes (Collins et al., 1991), en 1995, cinq groupes 
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étaient déjà proposés en fonction de critères phénotypiques et génétiques (Schleifer et Ludwig, 

1995).  

Selon Salvetti et al. (2018), il existe 10 groupes phylogénétiques dans le genre 

Lactobacillus, chacun étant identifié par son espèce type : (i) Lb. delbrueckii, (ii) L 

alimentarius. (iii) L Perolens. (iv) L casei ; (v) L sakei ; (vi) L coryniformis ; (vii) L salivarius ; 

(viii) L plantarum ; (ix) L reuteri ; qui inclut aussi des espèces proches de Lb. vaccinostercus. 

(x) L buchneri est composé de membres des groupes L brevis, L fructivorans et L collinoides. 

I.3.1. Lactiplantibacillus plantarum 

Lactiplantibacillus plantarum est une bactérie à Gram positif, appartenant au genre 

Lactobacillus, et elle est largement présente dans la nature (Siezen et al., 2010). C'est un 

anaérobe facultatif typique qui ne produit que de l'acide lactique pendant la phase de 

fermentation. Il peut fonctionner en synergie avec d'autres bactéries lactiques (LAB) et possède 

une capacité puissante à fermenter les glucides. Il est également tolérant au sel. Lorsqu'il est 

observé au microscope électronique, il ressemble à un objet long et en forme de bâtonnet, sans 

spores ni flagelles, avec une épaisseur constante et une extrémité émoussée. Cette bactérie peut 

croître dans des conditions allant de 15 à 45 °C, bien que sa température de croissance idéale 

se situe entre 30 et 37 °C (Valan Arasu et al., 2013; Martino et al., 2016). Elle nécessite 

également un pH d'environ 6,5. On peut la retrouver dans le tractus urogénital (Jose et al., 

2015), les systèmes digestifs des humains et des autres mammifères (Parente et al., 2010). 

I.4. Critères de sélection des souches probiotiques pour les poulets de chair 

Il est attendu qu'une souche probiotique potentielle possède plusieurs caractéristiques 

essentielles pour exercer ses effets bénéfiques. Les méthodes préliminaires pour sélectionner 

les probiotiques en tant qu'agents de biocontrôle dans l'industrie avicole sont présentées dans la 

Figure 1. La première étape consistera à évaluer la sécurité de son utilisation, notamment en ce 
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qui concerne sa consommation (Saarela et al., 2000; Kechagia et al., 2013). Il devra également 

montrer des propriétés physiologiques qui lui permettent de survivre et de se développer avec 

une charge adéquate dans le tube digestif pour avoir des effets bénéfiques sur la santé (Ohashi 

et Ushida, 2009). Finalement, il sera nécessaire que le microorganisme probiotique possède 

des compétences technologiques qui facilitent son utilisation industrielle efficace et assurent sa 

viabilité dans la matrice alimentaire, depuis sa conception jusqu'à sa consommation (Terpou 

et al., 2019). La FAO/OMS a développé une norme internationale qui peut être résumée de la 

manière suivante pour évaluer les probiotiques et les souches qui contribuent à la santé : 

 

Figure 1. Sélection des probiotiques dans l'industrie avicole (Kabir, 2009). 

I.4.1. Origine de la souche 

 

Le microbiome intestinal des poulets de chair est plus compatible avec les souches 

probiotiques isolées du même milieu écologique que l'hôte. Cela favorise la prolifération des 

probiotiques et leur permet d'exercer leurs avantages de manière plus efficace. Les probiotiques 

issus de l'intestin des poulets sont déjà adaptés aux conditions particulières de l'intestin aviaire, 
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comme le pH, les sels biliaires et les nutriments disponibles. Grâce à cette connaissance, leur 

survie et leur capacité de colonisation sont améliorées par rapport aux souches provenant de 

sources différentes (Reuben et al. 2019; Sirisopapong et al., 2023). 

I.4.2. Identification des souches 

D'après l'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA), il est nécessaire de réaliser 

une identification taxonomique précise  de la souche pour tous les micro-organismes utilisés de 

manière intentionnelle dans la chaîne alimentaire (Rychen et al., 2018). 

I.4.3. Résistance aux antibiotiques  

Comme d'autres bactéries, certaines bactéries lactiques, y compris les souches probiotiques, ont 

été observées avec une résistance aux antibiotiques (Salminen et al., 1998). Selon Bernardeau 

et al. (2008), cette résistance peut être inhérente aux gènes chromosomiques ou être associée à 

l'acquisition de gènes supplémentaires par le biais de plasmides ou d'autres éléments mobiles 

qui codent pour un mécanisme de résistance. Selon Pradhan et al. (2020), les BL sont 

également susceptibles de changer des déterminants génétiques pour survivre dans un milieu 

hostile contenant des antibiotiques. Toutefois, la principale inquiétude liée à la résistance aux 

antibiotiques chez les bactéries probiotiques est le risque de transmission de cette résistance 

aux organismes pathogènes in vivo (Gueimonde et al., 2013). 

La présence de marqueurs de résistance aux antibiotiques transmissibles joue un rôle crucial 

dans l'évaluation de l'innocuité des souches de bactéries lactiques, car des études précédentes 

ont signalé la présence de gènes génétiques transférables (plasmides ou transposons) qui 

confèrent une résistance à plusieurs antibiotiques (chloramphénicol, érythromycine, 

streptomycine, tétracycline et vancomycine) (Danielsen, 2002; Comunian et al., 2010). Selon 

Toomey et al. (2009), des expériences de conjugaison in vitro ont démontré que les BL ont la 

capacité de transmettre leurs déterminants de résistance à d'autres espèces bactériennes. En 
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outre, il a été démontré que la résistance aux antibiotiques peut être transférée in vivo entre les 

BL et les bactéries commensales dans le tube digestif de rats gnotobiotiques et de souris 

(Jacobsen et al., 2007; Feld et al., 2008). Il est clair que les probiotiques ont également la 

capacité de propager des facteurs de résistance aux antibiotiques, ce qui nécessite une prise en 

considération des risques associés avant de mettre à la disposition des consommateurs une 

souche probiotique (Pradhan et al., 2020). 

I.4.4. Non pathogénicité de la souche 

L'un des critères les plus cruciaux à prendre en compte lors de la sélection d'un probiotique 

est la non pathogénicité des souches. Certaines souches probiotiques ont fait l'objet de tests 

spécifiques afin de garantir leur sécurité. Selon Gueimonde et Salminen (2006), l'historique 

de non pathogénicité de certains probiotiques pourrait être considéré comme la preuve la plus 

fiable de leur innocuité. Ils doivent être classés comme Généralement Reconnu Comme Sûr 

(GRCS). 

I.4.5. Capacité d'adhésion 

La prochaine étape consiste à évaluer si les candidats probiotiques potentiels peuvent coloniser 

les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal (TGI). L'adhésion microbienne aux cellules 

épithéliales qui dépendent de la composition chimique et physico-chimique de la surface 

cellulaire de la souche probiotique. Ce comportement dépend de l'équilibre des interactions 

électrostatiques et de Van der Waals sur la surface cible, mais des études ont suggéré que les 

composants extracellulaires bactériens et la composition environnante peuvent influencer 

l'adhésion (Boonaert et Rouxhet, 2000; Duary et al., 2011). 

Selon Pérez et al. (1998), l'adhésion bactérienne repose d'abord sur des interactions physiques 

non spécifiques entre deux surfaces, ce qui permet ensuite des interactions spécifiques entre les 

adhésines et des récepteurs complémentaires. Certaines protéines de la couche de surface 
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(couche S) ont été identifiées chez certaines souches de Lactobacilli, ce qui suggère que cette 

adhésion est liée à la nature protéique de ces composants (kos et al., 2003). L'adhésion aux 

cellules épithéliales intestinales nécessite l'auto- agrégation des souches probiotiques, et la 

capacité de co-agrégation peut constituer une barrière qui empêcherait la colonisation par des 

micro-organismes pathogènes. L'auto-agrégation et l'adhésion des bactéries à différentes 

surfaces peuvent être influencées par les caractéristiques physicochimiques de la surface 

cellulaire, comme l'hydrophobicité (Del Re et al., 2000). Cependant, avant de tirer des 

conclusions définitives sur l'adhésion bactérienne aux cellules épithéliales in vitro, il est crucial 

de considérer la complexité du mécanisme in vivo, qui implique des interactions complexes 

entre plusieurs récepteurs extracellulaires présents à la surface des cellules (Chandran et al., 

2013; Ramos et al., 2013).  

L'adhésion des probiotiques aux cellules épithéliales est liée à la fois à la capacité d'auto-

agrégation et aux propriétés hydrophobes de la surface cellulaire. La capacité d'auto-agrégation 

des cellules microbiennes assure que le probiotique atteint une densité cellulaire élevée dans 

l'intestin, contribuant ainsi au mécanisme d'adhésion, tandis que l'hydrophobicité de la surface 

cellulaire permet une interaction améliorée entre les probiotiques et les cellules épithéliales (kos 

et al., 2003; Tuo et al., 2013; Ogunremi et al., 2015).  

I.5. Biomolécules Actives Produites par les BL 

Différentes substances antimicrobiennes, antivirales et antifongiques, telles que les acides 

organiques, le peroxyde d'hydrogène, le diacétyle et les peptides antimicrobiens comme les 

bactériocines, sont connues pour être produites par diverses souches de Lactiplantibacillus 

plantarum (Arena et al., 2016).  
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➢ Bactériocines 

Les bactériocines sont des peptides ou des protéines antibactériennes produites par des 

bactéries telles que Lactobacillus et Bifidobacteria. Elles possèdent une forte activité 

antibactérienne. Les bactériocines sont classées en fonction de leur taille, de leur mode d'action 

et de leur spectre d'inhibition. Elles ont de nombreux effets bénéfiques, tels que l'inhibition de 

la croissance et du développement des bactéries pathogènes, ainsi qu'une résistance à la chaleur 

et au pH. Le mécanisme antibactérien des bactériocines se manifeste principalement par leur 

effet sur les membranes cytoplasmiques bactériennes, en affectant les composants sensibles 

comme les peptides bactériens et en inhibant la croissance des spores et la formation de pores 

dans la membrane cellulaire des bactéries pathogènes (Gálvez et al., 2007; O’Connor et al., 

2020). 

➢ Acides Gras 

Les acides gras figurent parmi les métabolites les plus importants des bactéries probiotiques. 

Ces composés offrent de nombreux effets bénéfiques, tels que des propriétés antibactériennes 

et antivirales. L'effet antiviral des acides gras est lié à leurs propriétés structurales uniques. Ils 

sont constitués d'une chaîne carbonée saturée et insaturée reliée par un groupe carboxyle 

(hydrophile). Les acides laurique et méristique sont particulièrement efficaces contre la 

croissance et le développement des bactéries. Ces dernières années, les acides gras à chaîne 

courte produits par les bactéries probiotiques ont suscité une attention considérable en raison 

de leurs puissantes propriétés antibactériennes, ce qui les positionne comme des alternatives 

prometteuses aux antibiotiques (Churchward et al., 2018 ; Mali et al., 2020 ; Hsu et al., 

2024).  
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➢ Acide Organique 

Les acides organiques produits par les probiotiques peuvent être utilisés comme agents 

antimicrobiens et antiviraux. Ces acides sont reconnus comme d'importants post-biotiques. Les 

acides les plus importants produits par les bactéries probiotiques sont l'acide citrique, l'acide 

acétique et l'acide tartrique, tous possédants de fortes propriétés antibactériennes. L'acide 

lactique, l'acide acétique, l'acide tartrique, l'acide malique et l'acide citrique inhibent les 

pathogènes en abaissant significativement le pH. L'effet inhibiteur de l'acide lactique est lié à 

son impact sur les membranes cellulaires bactériennes. Le mécanisme antibactérien des acides 

organiques est principalement observé par la réduction du pH intracellulaire et la diminution de 

l'intégrité des membranes. L'acide lactique existe en deux isomères : L et D, avec l'isomère L 

étant plus efficace pour prévenir les infections virales. L'acide citrique et l'acide acétique 

contribuent également à la prévention des infections virales en créant un environnement acide. 

Le mécanisme antiviral des acides organiques produits par les bactéries probiotiques se 

manifeste par la liaison des acides organiques à la glycoprotéine (S) des virus, empêchant ainsi 

les virus de se lier à l'enzyme de conversion de l'angiotensine (Mani-López et al., 2012; 

Churchward et al., 2018; Aljumaah et al., 2020; Gurung et al., 2020). 

➢ Peroxyde d'Hydrogène 

Le peroxyde d'hydrogène est produit principalement par toutes les bactéries, mais il est 

particulièrement visible dans les cultures aérobies de bactéries négatives pour la catalase et 

constitue le principal métabolite des bactéries lactiques (Aljumaah et al., 2020). Ces 

substances possèdent de puissantes propriétés antivirales. Elles désinfectent les matériaux en 

interagissant avec les composants essentiels des bactéries, des champignons et des virus, tels 

que les enzymes et les acides nucléiques (ADN et ARN), empêchant ainsi leur réplication et 

leur infection (Bidra et al., 2020).  
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➢ Exopolysaccharide  

Les EPS sont des composants bactériens produits par les BL qui jouent un rôle important 

dans l'activité probiotique, telle que la survie, l'adhésion et l'effet anti-tumoral. Les EPS des BL 

présentent une large gamme de compositions en sucres, pouvant être classées en 

homopolysaccharides (un seul type de monosaccharide) ou en hétéropolysaccharides (un 

squelette d'unités répétées constituées de deux types de monosaccharides ou plus). Les BL sont 

principalement responsables de la production d'hétéropolysaccharides, composés de divers 

sucres tels que glucose, galactose, mannose, rhamnose, N-acétylglucosamine et N-

acétylgalactosamine (Sungur et al., 2017). L'exopolysaccharide dérivé de Lactococcus lactis, 

en tant que postbiotique, est capable d'une activité antioxydante en augmentant les niveaux 

d'enzymes antioxydantes (par exemple, catalase, superoxyde dismutase et glutathion 

peroxydase) tout en diminuant la peroxydation lipidique (par exemple, malondialdéhyde) dans 

le sérum et les foies de souris (Guo et al., 2013). 

I.6. Effet probiotique des bactéries lactiques 

I.6.1. Modulation de la réponse immunitaire 

Lactoplantibacillus plantarum a été largement étudié pour ses propriétés 

immunomodulatrices chez les poulets. Selon les recherches, des souches de L. plantarum telles 

que GX17  (Abbas, 2022), CRL681, et CRL1506 (Yin et al., 2023) peuvent renforcer les 

réponses immunitaires des poulets. Ces souches ont démontré leur capacité à améliorer les 

réponses immunitaires humorales, la production de cytokines, et la fonction de barrière 

intestinale, entraînant une meilleure résistance aux pathogènes tels que E. coli et Salmonella 

gallinarum. Les postbiotiques de L. plantarum ont également montré une amélioration des 

performances de croissance, de la synthèse de mucine, et de l'état immunologique chez les 

poulets de chair, favorisant la santé intestinale et la colonisation de bactéries bénéfiques (Baillo 
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et al., 2023). De plus, l'administration de lactobacilles, que ce soit in ovo ou par voie orale, a 

été démontrée pour modifier l'expression des gènes des cytokines, les réponses en anticorps, et 

la cellularité de la rate, indiquant un impact majeur sur les systèmes immunitaires avicoles 

(Chang et al., 2022). 

I.6.2. Compétition avec les microorganismes pathogènes 

Lactiplantibacillus plantarum a montré un excellent potentiel probiotique dans 

l'aviculture en luttant contre les bacteries pathogenes. Les études ont révélé que les souches de 

L. plantarum possèdent une action antibactérienne contre des pathogènes tels que Salmonella, 

E. coli, et Listeria, limitant leur prolifération (Igbafe et al., 2020; Akpa et al., 2022). De plus, 

les isolats de L. plantarum ont montré une tolérance aux environnements acides et aux sels 

biliaires, nécessaires à la survie dans le tractus intestinal des poulets (Wadoum et al., 2019; 

Ahmad et al., 2022). En outre, les souches de L. plantarum ont présenté une activité 

antibactérienne contre diverses maladies, montrant leur capacité à inhiber les bactéries 

pathogènes chez les volailles (Tabashsum et al., 2020). Ces résultats indiquent que L. 

plantarum, grâce à ses propriétés probiotiques, peut efficacement concurrencer les bactéries 

pathogènes chez les poulets, offrant une alternative possible aux antibiotiques pour améliorer 

la santé aviaire et prévenir la propagation de la résistance aux antibiotiques. 

I.6.3. Amélioration de la digestion des nutriments 

Lactiplantibacillus plantarum a montré des avantages considérables pour améliorer la 

digestion des nutriments chez les volailles. Les études ont révélé que la supplémentation des 

poulets de chair avec des souches de L. plantarum, telles que GX17 et MB001, ainsi que des 

postbiotiques tels que RG11 et RS5, améliore les performances de croissance, la digestibilité 

nutritionnelle et la santé intestinale. Ces probiotiques et postbiotiques ont montré leur capacité 

à augmenter le ratio hauteur  des villosités/profondeur des cryptes, stimuler l'expression des 

gènes de la barrière intestinale, accroître la production de mucine, et exercer une influence 
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favorable sur la composition du microbiote intestinal (Sampath et al., 2021; Chang et al., 

2022;Vimon et al., 2023; Yin et al., 2023). En outre, il a été démontré que L. plantarum P-8 

influence le microbiome intestinal, améliore l'activité métabolique et optimise l'utilisation des 

nutriments chez les volailles, ce qui pourrait favoriser une meilleure efficacité de la digestion 

nutritionnelle (Gao et al., 2017). De façon générale, l'emploi de souches de Lactiplantibacillus 

plantarum et de postbiotiques pourrait améliorer l'efficacité de la digestion des nutriments chez 

les poulets.  

I.6.4. Production de métabolites bénéfiques 

Lactiplantibacillus plantarum produit divers métabolites bénéfiques pour les volailles. Parmi 

ceux-ci, les métabolites postbiotiques présentent des effets antiprolifératifs et cytotoxiques sur 

les cellules cancéreuses, tout en épargnant les cellules normales (Chuah et al., 2019). De plus, 

le jus de ciboule fermenté par L. plantarum a montré des activités antimicrobiennes et 

antivirales accrues contre les pathogènes aviaires (Kothari et al. 2020). Les métabolites 

produits par L. plantarum influencent également la croissance, les lipides sanguins et la santé 

intestinale des poulets, avec des effets sur le contenu en polyamines et la hauteur des villosités 

(Hashemi et al., 2018). En outre, L. plantarum MYS6 produit des composés antifongiques qui 

inhibent la croissance des champignons et réduisent le contenu en fumonisines dans l'aliment, 

Ce qui en fait un agent potentiel de biocontrôle pour la sécurité alimentaire des volailles. De 

manière générale, les métabolites produits par L. plantarum offrent une gamme de bénéfices 

pour la santé et les performances des volailles, montrant son potentiel en tant qu'additif précieux 

en nutrition et gestion de la santé aviaire (Deepthi et al., 2016).  

I.6.5. Réduction de l'inflammation intestinale 

Lactiplantibacillus plantarum a démontré des effets bénéfiques significatifs dans la 

réduction de l'inflammation intestinale chez les poulets. Les études ont révélé que L. plantarum 

peut diminuer l'inflammation causée par des infections telles que Salmonella Typhimurium 
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(Peng et al., 2022), ETEC K88 (Wang et al., 2023), et Clostridium perfringens, (Yang et al., 

2021) dans divers modèles de poulets. Ces processus impliquent la modulation des cytokines 

inflammatoires, telles que les interleukines et le facteur de nécrose tumorale, ainsi que des voies 

de signalisation critiques, notamment MAPK et NF-κB. L. plantarum aide également à 

préserver l'intégrité de la barrière intestinale, réduire l'apoptose, et améliorer l'équilibre du 

microbiote intestinal, contribuant ainsi à la réduction de l'inflammation intestinale. Ces résultats 

soulignent le potentiel de L. plantarum comme probiotique pour les volailles, renforçant la santé 

intestinale, les réponses immunologiques et le bien-être général face aux stress inflammatoires. 

I.7. Probiotique en élevage avicole 

Ces dernières années, l'attention s'est portée sur l'utilisation des probiotiques comme 

additifs alimentaires, une alternative aux antibiotiques (Liu et al., 2023). Selon les études, il a 

été prouvé que les probiotiques peuvent favoriser l'équilibre des micro-organismes dans 

l'intestin et renforcer le système de défense naturel des animaux contre les bactéries pathogènes 

(Ohashi et Ushida, 2009; Newaj-Fyzul et al., 2014). La Figure 2 illustre les modes d'action 

et les activités bénéfiques des probiotiques chez les volailles. Différentes bactéries lactiques 

s'adaptent naturellement à l'environnement intestinal et produisent des substances 

antimicrobiennes (bactériocines et acides organiques), ce qui leur donne un avantage 

considérable par rapport à d'autres micro-organismes pour être utilisées comme additifs 

probiotiques (Aliakbarpour et al., 2012). 
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Figure 2. Modes d'action et activités bénéfiques des probiotiques chez les volailles 

(Alagawany et al., 2018). 

De nombreuses recherches ont démontré que l'incorporation de probiotiques favorise la 

croissance, l'efficacité alimentaire et l'utilisation des nutriments, tout en diminuant le taux de 

mortalité (Silva et al., 2010; Sen et al., 2012). L'efficacité des probiotiques repose 

principalement sur le choix de souches plus performantes, la manipulation génétique, 

l'interaction entre plusieurs souches et la combinaison de probiotiques avec des composants 

agissant de manière synergique (Song et al., 2014). 

Les probiotiques présentent plusieurs avantages pour l'hôte, notamment en renforçant le 

système immunitaire des muqueuses, en améliorant l'environnement intestinal et en optimisant 

la fonction de la barrière épithéliale et muqueuse (Yosef et al., 2012). Ces additifs peuvent 

stimuler l'appétit et faciliter la digestion en atténuant les troubles intestinaux, renforcer le 
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système immunitaire pour promouvoir les réponses immunitaires, et servir de nouveaux 

adjuvants muqueux pour améliorer les réponses immunitaires humorales et cellulaires 

spécifiques aux vaccins (Borchers et al., 2009). Les applications des probiotiques sont très 

prometteuses grâce à leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-allergiques, anti-

cancéreuses, anti-mutagènes, anti-diabétiques et antivirales contre divers virus aviaires (Alloui 

et al., 2013). 

L'intestin joue un rôle crucial dans l'évaluation de l'efficacité d'un probiotique. La 

croissance des cryptes et l'augmentation de la longueur des villosités intestinales sont parmi les 

effets les plus recherchés pour améliorer l'absorption des nutriments et favoriser une 

colonisation bactérienne adéquate (Awad et al., 2009; Pourakbari et al., 2016). Outre les 

éléments évoqués, on a constaté une augmentation de la masse de certaines parties du tractus 

gastro-intestinal, dont le caecum (Cean et al., 2015), ainsi qu'une augmentation de l'épaisseur 

de la muqueuse (Ghasemi-Sadabadi et al., 2019). En plus de la masse, la longueur de l'intestin 

a également connu une augmentation importante (Kasan et al., 2015). 

Les plaques de Peyer, qui jouent un rôle dans la réponse immunitaire du corps, sont 

également plus nombreuses dans la muqueuse et la sous-muqueuse de l'intestin grêle, ce qui 

peut être un élément clé dans la lutte contre les pathogènes (Samli et al., 2007 ; Olnood et al., 

2015). Toutefois, l'épaisseur de la muqueuse et la musculature intestinale n'ont pas changé avec 

l'administration du probiotique (Yan et al., 2018). Les os ont été renforcés grâce à un régime 

riche en probiotiques qui a augmenté la rétention de calcium et de phosphore. Cette 

amélioration de la minéralisation osseuse ainsi qu'une augmentation des concentrations sériques 

de ces éléments ont été observées (Khan et Naz, 2013).  

Il a aussi influencé positivement l'épaisseur des parois (médiale et latérale), le taux de 

cendres et l'indice tibial, ainsi que la taille et la masse du tibia et du fémur, ainsi que leur densité 

(Yan et al., 2018). Il est également possible d'utiliser des probiotiques pour prévenir et diminuer 
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les conséquences des maladies et des pathologies du système osseux, telles que la résorption 

osseuse. Le télopeptide C-terminal du collagène de type I représente un indicateur de la qualité 

de la prise en charge des maladies ; l'ajout de ces additifs alimentaires peut aider à prévenir la 

détérioration osseuse (Wideman et al., 2012).  

Les poulets de chair qui ont reçu un probiotique immédiatement après l'éclosion 

présentent une boiterie plus rare, et chez les volailles ayant une chondronécrose bactérienne, on 

a constaté une amélioration de la marche (El-Faham et al., 2018). Les dimensions corporelles 

et osseuses des poussins étaient également plus grandes que celles de ceux qui ne consommaient 

pas de probiotique (Ghasemi-Sadabadi et al., 2019). 

Les probiotiques influencent non seulement les propriétés physiques de la viande, mais 

aussi ses propriétés chimiques. Cela dépend de la composition et de la concentration du 

probiotique en question. Les probiotiques ont un effet positif sur le poids global des carcasses, 

avec une réduction de la graisse abdominale, ce qui conduit à une amélioration de la qualité des 

carcasses de volaille. Une augmentation du rendement des carcasses a été observée chez les 

poulets, indépendamment du sexe (Hidayat et al., 2016). Cela représente un aspect économique 

important. La présence d'additifs probiotiques dans l'alimentation entraîne une absorption 

accrue des nutriments, y compris des acides aminés nécessaires à la construction des tissus, ce 

qui se traduit par une augmentation du poids des carcasses (Hidayat et al., 2016 ; Aziz et al., 

2020). La teneur en protéines de la viande de cuisse et de poitrine a été améliorée. Selon la 

concentration de probiotique administrée, l'effet de l'expérience variait ; la concentration de 

0,160 g de probiotique par litre d'eau de boisson a provoqué une augmentation de l'absorption 

d'eau dans les muscles pectoraux et fémoraux, tandis que la concentration de 0,175 g de 

probiotique par litre d'eau de boisson a donné l'effet inverse (El-Faham et al., 2018). Selon 

Duskaev et al. (2020), les probiotiques ont également un effet positif sur l'augmentation de la 

quantité d'éléments chimiques dans le foie (Ca, K, Mg, Mn, Si et Zn) et les muscles de poitrine 
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de poulet (Ca, Na, Co, Cu, Fe, Mn, Ni et Zn). Les chercheurs ont également montré des effets 

sur la microstructure de la viande. L'homogénéisation de la viande et la supplémentation en 

probiotiques ont diminué la destruction des myofibrilles dans les muscles pectoraux (Hussein 

et al., 2020). Les probiotiques ont également un effet modéré sur la cohésion, la fermeté, la 

mastication et l'élasticité de la viande de poitrine cuite. 

On peut également observer les effets bénéfiques de l'administration de probiotiques 

chez les poulets pondeurs. L'amélioration de la ponte est la première conséquence visible de la 

supplémentation en probiotiques. Alors que la ponte du groupe témoin diminuait, les résultats 

du groupe testé étaient plus élevés. En outre, aucune des poulets du groupe étudié n'a pondu 

d'œufs de moins de 48 g ; la plupart d'entre elles ont pondu des œufs pesant entre 63 et 73 g (De 

Mille et al., 2018). La résistance et l'épaisseur de la coquille ont augmenté pour améliorer la 

qualité des œufs (Peralta-Sánchez et al., 2019). Le probiotique a entraîné une amélioration de 

la fertilité et de la capacité d'éclosion des œufs dans les troupeaux traités (Mazanko et al., 

2018). La matière sèche des œufs et le pourcentage de protéines ont augmenté dans les groupes 

de poulets pondeuses qui ont reçu des probiotiques, ce qui peut entraîner une augmentation du 

poids des œufs (Neupane et al., 2019). Les effets économiques de l'amélioration de la qualité 

de vie des animaux par le probiotique sont également positifs, car le nombre d'œufs cassés est 

diminué grâce à une coquille plus solide. 

I.8. Amélioration de la santé intestinale par le genre Lactiplantibacillus plantarum 

Lactiplantibacillus plantarum a montré un potentiel significatif pour améliorer la santé 

intestinale chez les poulets. Selon les études, des souches de L. plantarum, telles que GX17 

(Yin et al., 2023), L. plantarum fermenté avec SLBZS ( Lv et al., 2023) et des postbiotiques 

de L. plantarum (Chang et al., 2022) améliorent la performance de croissance des poulets, les 

réponses immunologiques, la capacité antioxydante et les fonctions de barrière intestinale. Ces 
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interventions ont été associées à une absorption accrue des nutriments, un ratio hauteur des 

villosités/profondeur des cryptes plus élevé, et une meilleure expression des protéines des 

jonctions serrées dans les intestins. De plus, l'ajout de postbiotiques de L. plantarum est lié à 

une capacité antioxydante améliorée, une synthèse accrue de mucine, et une colonisation 

bénéfique des bactéries dans l'intestin. La microencapsulation de L. plantarum a également 

démontré une amélioration des indices immunologiques et la promotion de bactéries bénéfiques 

dans le microbiote intestinal ( Eesha et al., 2023). Globalement, L. plantarum montre un 

potentiel comme thérapie pour améliorer la santé intestinale des poulets. 

II. Encapsulation des probiotiques  

II.1. Méthodes d’encapsulation  

La technique d'encapsulation de probiotiques, dans une couche extérieure protectrice est 

appelée "encapsulation des probiotiques." L'objectif de cette approche d'encapsulation est 

d'améliorer la capacité des probiotiques à survivre, à rester stables et à atteindre leur 

emplacement prévu dans le corps, généralement le système gastro-intestinal. Les probiotiques 

ont suscité beaucoup d'intérêt récemment en raison de leurs avantages potentiels pour la santé. 

Les probiotiques sont des bactéries bénéfiques qui offrent divers bienfaits, tels que la promotion 

du bien-être général, le soutien de la fonction immunitaire et le soutien de la santé digestive 

(Rajam et Subramanian, 2022). 

Les probiotiques sont fragiles et vulnérables aux facteurs environnementaux tels que la 

température, l'humidité et le pH. Leur viabilité peut facilement être compromise durant la 

production, le stockage et le transport. L'encapsulation protège les probiotiques de ces 

influences externes, leur permettant d'atteindre l'intestin en vie et d'exercer leurs effets 

thérapeutiques (Haji et al., 2022).  
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Diverses substances, telles que les polymères, l'alginate ou les lipides, peuvent être 

utilisées dans les procédés d'encapsulation pour créer une barrière protectrice pour les 

probiotiques. Cette barrière protège les probiotiques des conditions défavorables dans 

l'estomac, leur permettant de traverser le tractus digestif et d'atteindre les intestins, où ils 

peuvent exercer leurs effets bénéfiques (Rodrigues et al., 2020).  

Pour maximiser la viabilité et la fonctionnalité des probiotiques, les chercheurs ont 

exploré plusieurs techniques d'encapsulation au fil des années. Ces techniques comprennent la 

microencapsulation, l'encapsulation par émulsion, la coacervation, le séchage par atomisation 

et le séchage par congélation (Vivek et al., 2023). Des résultats prometteurs en termes de survie 

accrue, de stabilité améliorée, de libération contrôlée et d'administration ciblée dans l'intestin 

ont été démontrés avec les probiotiques encapsulés. Ils ont été intégrés dans divers produits, 

notamment les médicaments, les aliments fonctionnels et les compléments alimentaires (Reque 

et Brandelli, 2021). 

II.1.1. Extrusion 

Gélification ionotropique est la méthode la plus couramment utilisée en raison de sa 

facilité d'emploi, de son coût modéré et de ses conditions de formulation qui permettent une 

bonne viabilité des cellules (Krasaekoopt et al., 2003). Une solution d'hydrocolloïdes est 

préparée, les microorganismes sont ajoutés, et la suspension cellulaire est extrudée à travers une 

aiguille de seringue sous forme de gouttelettes qui tombent librement dans une solution de 

durcissement constituée de cations polyvalents, généralement de calcium sous forme de 

chlorure de calcium. On observe la formation de liaisons transversales entre les molécules 

d'alginate et de calcium, ce qui entraîne la création de microgels sphériques et non solubles 

(Figure 3) (Kailasapathy, 2002). La taille et la forme des perles sont déterminées par la 

concentration et le type d'alginate (viscosité de la solution), le diamètre de l'aiguille et la 

longueur de la chute libre (King, 1995). 
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 L'inconvénient de cette méthode réside dans le fait que les microcapsules peuvent être 

facilement détruites si elles sont exposées à un milieu en phosphates et citrates. De plus, les 

microbilles produites sont légèrement plus grandes que celles obtenues avec les autres 

méthodes, ce qui pourrait avoir un impact sur la texture des produits dans lesquels elles seront 

incorporées (Champagne et Fustier, 2007). 

 

 

Figure 3.Présentation schématique de la procédure d'extrusion (Créé avec BioRender.com). 

II.1.2. Émulsification  

L'émulsification est une technique chimique qui utilise des hydrocolloïdes (alginate, 

carraghénane et pectine) comme matériaux d'encapsulation pour encapsuler des cellules 

vivantes de probiotiques. Le principe de cette technique repose sur la relation entre les phases 

discontinue et continue. Un émulsifiant et un tensioactif sont nécessaires pour l'encapsulation 

dans une émulsion. Les émulsifiants sont utilisés pour rendre l'émulsion plus efficace en 

réduisant la tension superficielle, ce qui permet d'obtenir des particules plus petites. L'émulsion 

est ensuite traitée avec un agent de solidification (chlorure de calcium) (Chen et Chen, 2007; 

Kailasapathy, 2009; De Vos et al., 2010; Martín et al., 2015). La technique de l'émulsion 
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présente un taux élevé de survie bactérienne et est simple à mettre à l'échelle (Chen et Chen, 

2007). 

II.1.3. Coacervation 

La coacervation est une technologie d'émulsification modifiée. Le concept est simple : 

un complexe se forme lorsqu'une solution de composants bioactifs est combinée avec une 

molécule matrice de charge opposée. La taille et les caractéristiques de la capsule peuvent être 

modifiées en variant le pH, la force ionique, le rapport entre la molécule matrice et le composant 

bioactif, ainsi que le type de matrice. La technique est principalement guidée par des 

interactions électrostatiques, mais elle implique également des interactions hydrophobes. De 

plus, étant une technologie d'immobilisation plutôt que d'encapsulation, elle est surtout 

proposée et utilisée pour les molécules bioactives alimentaires plutôt que pour les cellules 

vivantes bioactives. La méthode est utilisée pour les arômes, les huiles et certaines molécules 

bioactives solubles dans l'eau (De Vos et al., 2010). 

II.1.4. Sécheresse par pulvérisation 

La sécheresse par pulvérisation est l'une des techniques d'encapsulation industrielles les 

plus couramment utilisées, tant pour les probiotiques vivants que pour les molécules bioactives 

alimentaires. Lorsqu'elle est correctement réalisée, c'est une procédure rapide, relativement peu 

coûteuse et très reproductible. Le cœur est dissous dans une dispersion de matériau matrice 

selon le principe de la pulvérisation. Ensuite, la dispersion est atomisée dans de l'air chauffé, ce 

qui favorise l'élimination rapide du solvant (eau). Les particules en poudre sont ensuite séparées 

de l'air de séchage à une température plus basse à la sortie. L'utilisation répandue de la 

sécheresse par pulvérisation dans les environnements industriels est principalement due à sa 

relative simplicité et à son faible coût. Cependant, cette technologie présente des inconvénients 

notables. Le premier est sa gamme d'utilisation limitée. Étant une méthode d'immobilisation 
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plutôt que d'encapsulation, certains composants biologiques peuvent être exposés, ce qui est 

particulièrement problématique pour les probiotiques, car les bactéries peuvent s'échapper du 

produit lors de certaines hydratations. Un autre inconvénient est la température élevée requise 

pour l'immobilisation, incompatible avec la survie de toutes les espèces probiotiques. Par 

exemple, il a été constaté que les bifidobactéries étaient extrêmement sensibles aux 

températures d'entrée élevées (O’Riordan et al., 2001). 

II.2. Polymères pour la microencapsulation des probiotiques 

Les matériaux utilisés pour l'encapsulation comprennent les glucides, la cellulose et ses 

dérivés, les lipides, les protéines et les gommes (Bertolini et al., 2001; Baranauskiené et al., 

2007). La sélection du polymère est une étape préliminaire cruciale nécessitant une approche 

méthodique rigoureuse. Le choix du biomatériau est déterminant pour l'efficacité du système 

de protection, car le polymère doit être stable et protecteur dans un milieu acide tout en étant 

instable dans un environnement avec un pH supérieur à 6, qui est le pH minimum observé dans 

la lumière intestinale, généralement au début du duodénum. Il est également essentiel que le 

matériau utilisé pour la microencapsulation soit biodégradable, biocompatible, facilement 

accessible, et résistant pendant la préparation, le stockage et le transport du produit. Les 

propriétés physico-chimiques des polymères, telles que leur composition chimique, 

morphologie, résistance mécanique et les tests de toxicité, doivent également être prises en 

compte, car elles influencent la capacité de formation de gels (Gbassi et Vandamme, 2012). 

Pour être utilisé dans l'industrie alimentaire, un polymère doit être préalablement reconnu 

comme « GRAS » (Generally Recognized As Safe), garantissant qu'il est sûr et non toxique 

pour l'homme, et qu'il ne compromet pas l'apparence, le goût, la texture ou la durée de 

conservation du produit. Plusieurs études ont exploré les polymères pour la microencapsulation 

des probiotiques, et voici ceux qui sont fréquemment utilisés : 



                                                                                                            Partie bibliographique 

28 

 

II.2.1. Alginate 

L’alginate est un polysaccharide naturel extrait principalement des algues brunes. Il est 

constitué de deux types d’unités monomériques d'acide D-mannuronique et d'acide L-

glucuronique (Figure 4), qui sont agencés en régions composées uniquement d'une unité ou de 

l'autre, appelées blocs M et blocs G, et en régions où les deux unités alternent. La quantité et la 

distribution séquentielle de la chaîne polymère varient en fonction de la source de l'alginate, ce 

qui influence les propriétés fonctionnelles de l'alginate en tant que matériau de support 

(Homayouni et al., 2007). Les hydrogels d'alginate de calcium sont largement utilisés dans 

l'encapsulation des cellules en raison de leur simplicité, de leur non-toxicité, de leur 

biocompatibilité et de leur faible coût. Un autre avantage est la solubilisation des gels d'alginate 

dans les intestins humains par piégeage des ions calcium et libération des cellules encapsulées. 

Les rapports entre l'alginate de sodium et le chlorure de calcium utilisés pour fabriquer les billes 

varient de 1 à 3 % d'alginate avec des concentrations de CaCl2 allant de 0,05 à 1,5 M. (Rowley 

et al., 1999 ; Chen et Chen, 2007). L'avantage de l'alginate réside dans sa capacité à former 

facilement des matrices gélifiées autour des cellules bactériennes, sa sécurité pour l'organisme, 

son faible coût, et les conditions de traitement douces (telles que la température) nécessaires à 

son efficacité. De plus, il peut être facilement préparé, se dissout correctement dans l'intestin et 

libère les cellules emprisonnées (Chavarri et al., 2012). Un autre avantage de l'encapsulation 

en alginate de calcium est sa réversibilité, qui permet de solubiliser le gel d'alginate en 

séquestrant les ions calcium et de libérer potentiellement les cellules encapsulées dans le côlon 

humain ou animal (Li et al., 2011). Un inconvénient des microparticules d'alginate est que les 

microbilles produites sont très poreuses, ce qui complique la protection des cellules contre leur 

environnement (Chavarri et al., 2012). 



                                                                                                            Partie bibliographique 

29 

 

 

Figure 4. La structure des unités chimiques de l'alginate (M = acide mannuronique et G = 

acide glucuronique) (Homayouni et al., 2007). 

II.2.2. ĸ-Carrageenan  

Le ĸ-carraghénane est un polymère naturel largement utilisé dans l'industrie alimentaire. 

Les cellules doivent être ajoutées à la solution de polymère à une température comprise entre 

40 et 50 °C, selon la technologie utilisée pour le composé. La gélification se produit lorsque le 

mélange est refroidi à température ambiante, et les microparticules sont ensuite stabilisées par 

l'ajout d'ions potassium. 

II.2.3. Chitosane  

Le chitosane est un polysaccharide linéaire basé sur la glucosamine, qui peut être extrait 

des champignons, des cuticules d'insectes et des membranes de crustacés. Il peut se polymériser 

en formant des ponts croisés lorsque des anions et des poly-anions sont présents. Cet ingrédient 

n'a pas démontré une forte capacité à augmenter la viabilité cellulaire par encapsulation, et il 

est préférable de l'utiliser comme revêtement plutôt que comme capsule. Les bactéries 

probiotiques peuvent être livrées au côlon dans un état viable en étant enfermées dans un 
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revêtement d'alginate et de chitosane, ce qui offre une protection dans des conditions simulées 

du tractus gastro-intestinal (Chávarri et al., 2010; Iravani et al., 2015). 

II.2.4. Gélatine 

La gélatine est une protéine formée par l'hydrolyse partielle du collagène. Elle possède 

une structure unique et des propriétés fonctionnelles polyvalentes, formant une solution 

visqueuse dans l'eau qui se solidifie en gel en refroidissant. En raison de sa nature amphotère, 

elle peut avoir des effets synergiques avec des polysaccharides anioniques tels que la gomme 

gellan. À un pH supérieur à 6, les deux polymères mentionnés sont miscibles car ils possèdent 

tous deux des charges nettes négatives et se repoussent. Lorsque le pH est réduit en dessous du 

point isoélectrique de la gélatine, la charge nette de la gélatine devient positive, ce qui entraîne 

une interaction avec la gomme gellan chargée négativement. Le mélange de gélatine et de 

diisocyanate de toluène produit des capsules robustes résistantes aux fissures et aux ruptures, 

surtout à des concentrations plus élevées, en raison de la formation de ponts croisés entre ces 

polymères (Martín et al., 2015). 

II.2.5. Amidon  

L'amidon est un polysaccharide constitué d'unités de D-glucose liées par des liaisons 

glycosidiques, produit par les plantes vertes. Il se compose de deux molécules identiques 

constitutionnellement mais distinctes structurellement : l'amylose et l'amylopectine. L'amylose 

fait référence aux chaînes linéaires et hélicoïdales du polymère de glucose, tandis que 

l'amylopectine fait référence aux chaînes fortement ramifiées. La teneur de chaque fraction 

varie selon l'origine de l'amidon, mais en général, il contient 20-30 % d'amylose et 70-80 % 

d'amylopectine (Chavarri et al., 2012). Le granule d'amidon est une surface idéale pour 

l'adhésion des cellules probiotiques, et l'amidon résistant, qui ne peut pas être digéré par les 

enzymes pancréatiques dans l'intestin grêle, peut atteindre le côlon et être fermenté. En 
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conséquence, l'amidon résistant possède une bonne caractéristique de libération entérique, 

entraînant une meilleure libération des cellules bactériennes dans le gros intestin. De plus, 

l'amidon résistant peut être utilisé par les bactéries probiotiques dans le gros intestin en raison 

de sa fonctionnalité prébiotique. Il a été montré qu'il offre une protection contre le cancer 

colorectal (Cassidy et al., 1994; Chavarri et al., 2012).  

II.2.6. Xanthane 

La xanthane est un hétéropolysaccharide dont la structure primaire est constituée d'unités de 

pentasaccharides répétées, composées de deux unités de glucose, deux unités de mannose et 

une unité d'acide glucuronique. Le polysaccharide est fabriqué par fermentation de la bactérie 

Xanthomonas campestris, puis filtré ou centrifugé. Ce polymère est soluble dans l'eau froide et 

hydrate rapidement. Bien que la xanthane soit principalement non gélifiante, un mélange de 

xanthane et de gomme gellan a été utilisé pour encapsuler des cellules probiotiques (Sultana et 

al., 2000; Chen et Chen, 2007). 
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Matériel et méthodes 

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (LMA) à l’Université 

A. Mira-Bejaia et du Laboratoire de Biochimie Appliquée à l’université de Sétif. la cytotoxicité 

des souches a été réalisés au niveau du Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt) de 

Constantine. Pour rappel, notre recherche vise à :  

- Étudier l’activité antibactérienne des isolats obtenus à partir des fientes de poulet de chair; 

- l’identification moléculaire ; 

- Etudier l’innocuité des souches sélectionnées ; 

- Encapsuler les souches dans des billes d’alginate. 

I. Les bactéries lactiques 

I.1. Revivification 

Cinq souches de bactéries lactiques isolées par ma codirectrice de thèse Pr. FARADJI 

HAMMA Samia à partir de fientes de poulets de chair de manière aléatoire dans 2 communes 

de la wilaya de Bejaïa. Les isolats bactériens ont été caractérisés par une coloration de Gram et 

un test de production de catalase. Les colonies ont été cultivées individuellement dans du 

bouillon MRS (Conda, Madrid, Espagne). Avant chaque étude, les cultures de BL ont été 

cultivées dans du bouillon MRS pendant 24 heures. 

I.2. Standardisation des inocula 

Afin de tester quelques aptitudes probiotiques des souches de lactobacilles, il est 

indispensable de connaître la charge de départ pour cela une standardisation des souches est 

effectué comme suite : L’inoculum des souches de lactobacilles sont revivifiés par 

ensemencement en stries sur gélose MRS. Après incubation à 37°C pendant 24h, deux à trois 

colonies bien isolées de chaque souche sont repiquées à chaque fois dans 10 ml du bouillon 

MRS, puis incubées à 37°C pendant 18 h. Au terme de l’incubation, des dilutions décimales 
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sont réalisées dans l’eau physiologique stérile (10-1 jusqu'à 10-9), 1 ml des dilutions (10-7 , 10-8 

et 10-9) sont ensemencé en masse dans une gélose MRS. Un dénombrement est effectué après 

incubation à 37°C pendant 48 h. 

I.3. Activité antibactérienne des isolats 

 

L'objectif de cette étape est d'identifier les souches isolées des fientes de poulets de chair 

les plus efficaces pour inhiber la croissance des pathogènes, ce qui pourrait ouvrir la voie à leur 

utilisation dans l’alimentation animale. La recherche de substances antimicrobiennes produites 

par ces souches est réalisée à travers deux méthodes. 

 I.3.1. Méthode directe (technique des cylindres d’agar) 

 Les activités antimicrobiennes extracellulaires des souches ont été évaluées par la méthode des 

cylindres sur gélose (Eccleston et al., 2008), en utilisant des souches de référence Gram 

positives (Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Bacillus spizizenii ATCC 6633) ainsi que des 

souches Gram négatives (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 

et Salmonella typhimurium ATCC 14028). Cette méthode consiste à ensemencer les souches 

en stries serrées sur la gélose MRS de façon à obtenir un tapis. Après 48 heures d’incubation à 

37°C, des cylindres d’agar d’environ de 6 mm de diamètre sont prélevés et déposés sur des 

boites de pétri contenant des milieux gélosés (Muller-Hinton) préalablement ensemencés par 

un écouvillon stérile, selon la technique recommandée par la CLSI (2010), par les suspensions 

des microorganismes test, ensuite, les boites de Pétri sont laissées pendant deux heures à 4°C 

pour permettre la diffusion des substances antimicrobiennes, puis incubées à 37°C pour les 

bactéries.  
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I.3.2. Méthode indirecte (Test de diffusion en puits) 

Cette méthode, décrite par Barefoot et Klaenhammer (1983), permet d’évaluer l’effet 

du surnageant de culture de la souche lactique sur les souches pathogènes. Les isolats 

sélectionnés pour leur production d'agents antimicrobiens ont été utilisés dans ce test. Les 

isolats ont été cultivés dans du bouillon MRS pendant 18 heures. Après incubation, le milieu a 

été centrifugé (8000 × g / 10 min, 4°C) et les surnageants ont été collectés. Des puits ont été 

réalisés dans des boîtes de Pétri contenant le milieu Mueller-Hinton préalablement ensemencé 

avec les souches de référence utilisées dans le test précédent. Ces puits ont été remplis avec 100 

μl de surnageant de la souche lactique à tester, puis les boîtes ont été incubées pendant 24 à 48 

heures, après une diffusion initiale de 4 heures à 4°C. Les isolats entourés d'une zone claire 

ayant un diamètre supérieur à 2 mm dans le milieu de culture des souches pathogènes ont été 

considérés comme positifs.  

En microbiologie, ces techniques sont couramment reconnues et employées afin 

d'évaluer la capacité antibactérienne des isolats. L'écart entre ces deux techniques est le fait que 

dans la méthode de cylindre d’agar, la bactérie est utilisée directement pour interagir avec les 

pathogènes cibles, tandis que, dans la méthode des puits, on ne cherche que les métabolites 

générés par les bactéries, comme les acides organiques et les peptides antimicrobiens. Ces deux 

techniques se complètent mutuellement et nous offrent une analyse exhaustive de l'activité 

antimicrobienne des isolats, un aspect crucial pour choisir les souches les plus efficaces et 

potentiellement utiles dans différentes applications alimentaires. 

I.4. Identification moléculaire des isolats   

Pour identifier les cinq isolats sélectionnés de BL, une analyse de séquence partielle du 

gène 16S rRNA a été réalisée. Ce processus comprenait l'extraction de l'ADN génomique, 

l'amplification par PCR avec des amorces soigneusement choisies, le séquençage de l'ADN 
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amplifié, et l'analyse subséquente des séquences obtenues. Plus précisément, les amorces 27F 

(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3') et 1492R (5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3') ont 

été utilisées pour le séquençage partiel du ARNr 16S (Bauer et al., 1966). L'analyse des 

séquences obtenues a impliqué leur comparaison avec la base de données NCBI des séquences 

16S rDNA, en utilisant les séquences de référence comme modèles via l'outil MegaBLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ensuite, une analyse phylogénétique a été réalisée à 

l'aide du programme MEGA7 (Kumar et al., 2016). Cette analyse incluait les 14 hits les plus 

proches (taxons non redondants), comprenant des séquences complètes de ARNr 16S des cinq 

souches, ainsi qu'un groupe externe représenté par Levilactobacillus cerevisiae TUM BP 

140423000-2250. L'alignement des séquences a été effectué à l'aide de l'algorithme Muscle 

(Edgar, 2004), suivi de la suppression des séquences non pertinentes de l'alignement 

multiséquence pour préparer l'analyse phylogénétique. La méthode du Maximum de 

vraisemblance a été appliquée en utilisant le modèle Kimura 2-paramètres (Kimura, 1980) pour 

inférer les relations évolutives. L'arbre avec la valeur de vraisemblance maximale (-2956.2509) 

a été sélectionné, avec un bootstrap effectué 100 fois pour évaluer les valeurs de support des 

branches. Les algorithmes Neighbor-Join et BioNJ, basés sur les distances pairwise calculées à 

l'aide de la technique du Maximum Composite Likelihood (MCL), ont été utilisés pour créer 

l'arbre initial pour la recherche heuristique. De plus, un modèle de distribution Gamma discret 

(avec cinq catégories, plus ou moins G = 0.8007) a été employé pour tenir compte des variations 

des taux évolutifs entre différents sites. Ce modèle a permis à certains sites (36.3966%) de rester 

statiquement évolutifs. Au total, vingt séquences nucléotidiques ont été analysées, et les 

positions manquantes ou vides ont été correctement complétées. L'analyse évolutive a été 

réalisée avec MEGA7 (Edgar, 2004), et la structure finale de l'arbre a été générée à l'aide de 

iToL (Letunic et Bork, 2019). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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I.5. Etude de l’innocuité des souches 

Pour évaluer l’innocuité des souches, nous avons examiné leur impact cytotoxique sur une 

Lignée cellulaire du carcinome mammaire EMT6 (ATCC® CRL-2755™) et lignée cellulaire 

bêta-pancréatique NIT-1, ainsi que leur potentiel hémolytique et leur résistance aux 

antibiotiques. 

I.5.1. Test de cytotoxicité 

Deux lignées cellulaires ATCC, la lignée cellulaire du carcinome mammaire EMT6 

(ATCC® CRL-2755™) et la lignée cellulaire bêta-pancréatique NIT-1 (ATCC® CRL-

2055™), ont été obtenues auprès de BDcome (Kouba, Algérie). Les cellules EMT6 ont été 

cultivées dans un milieu modifié d'aigle de Dulbecco (DMEM)/F12, tandis que les cellules NIT-

1 ont été cultivées dans un milieu de l'Institut de Mémorial de Parc de Roswell (RPMI) 1640. 

Les deux lignées cellulaires étaient maintenues dans des milieux de culture contenant 15 % de 

sérum de veau fœtal (SVF) et 1 % de solution de pénicilline/streptomycine (5000 U). 

L'incubation a été effectuée à 37°C dans une atmosphère composée de 95 % d'air et de 5 % de 

CO2 (Jost et al., 1992; Derguine et al., 2023). Tous les réactifs utilisés dans cette étude 

proviennent de Sigma-Aldrich (Burlington, Massachusetts, États-Unis). Le kit XTT 

(methoxynitrosulfophenyl-tetrazolium carboxanilide) de Sigma-Aldrich, Burlington, 

Massachusetts, USA, a été utilisé pour évaluer la cytotoxicité des surnageants contre les lignées 

cellulaires EMT6 et NIT-1 (Derguine et al., 2023). Les surnageants des deux souches 

sélectionnées de LB (AML3F et AML2) ont été obtenus après une période d'incubation de 24 

heures dans du bouillon MRS. Les deux souches ont été choisies en raison de leur activité 

antibactérienne élevée. Les surnageants obtenus ont été lyophilisés (lyophilisateur CHRIST 

ALPHA 1-2 LD, Allemagne) puis resolubilisés dans du tampon phosphate-saline (PBS, 0,1 M, 

pH 7,4). Différentes concentrations de surnageant (0, 1.6, 5.4, 16, 27 µg/mL pour les cellules 
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EMT6 et 3, 10, 30, 60 µg/mL pour les cellules NIT-1) ont été testées. En résumé, les lignées 

cellulaires EMT6 et NIT-1 ont été cultivées respectivement dans des milieux de culture DMEM 

et RPMI-1640, supplémentés de 5 % de SVF et de 1 % de pénicilline/streptomycine pour 

EMT6, et de 10 % de SVF et de 1 % de pénicilline/streptomycine pour NIT-1. Ces lignées 

cellulaires ont été ensemencées dans une plaque de culture cellulaire à 96 puits à une 

concentration de 10^4 cellules par puits, avec 190 μL de milieu, et incubées pendant 24 heures 

à 37°C dans un environnement à 5 % de CO2, permettant ainsi aux cellules de s'attacher, de se 

diviser et de se développer dans les puits. Après l'incubation initiale de 24 heures, les cellules 

ont été délicatement lavées deux fois avec du PBS. Après élimination du PBS, les cellules ont 

été traitées avec différentes concentrations (comme mentionné précédemment) de solutions de 

AML3F et AML2 mélangées avec du milieu de culture frais, puis la plaque a été réincubée 

pendant 72 heures supplémentaires dans les mêmes conditions. Après l'incubation, le milieu de 

culture a été retiré, les puits ont été lavés avec du PBS, et 200 µL de milieu de culture frais ont 

été ajoutés. Un mélange des réactifs XTT1 et XTT2 du kit XTT a été préparé, et 50 µL de cette 

solution ont été ajoutés à chaque puits. Après 4 heures d'incubation à 37°C dans un 

environnement à 5 % de CO2, un lecteur de microplaques automatisé a été utilisé pour mesurer 

l'absorbance à 450–500 nm. Les cellules traitées avec la doxorubicine ont été considérées 

comme témoins positifs (100 % de mortalité) (Rezgui et al., 2013), et les cellules non traitées 

ont été utilisées pour établir une viabilité de 100 % (contrôle négatif). Les tests ont été réalisés 

en triplicata, et les moyennes ± déviations standard (SD) ont été calculées. Le pourcentage 

d'inhibition de la croissance a été calculé et les résultats sont présentés sous forme de moyenne 

± écart type. 
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I.5.2. Activité hémolytique 

Pour évaluer l'activité hémolytique des probiotiques, les bactéries ont été cultivées sur 

la gélose au sang (TM MEDIA, Delhi, Inde) pendant 48 heures (Vijayakumar et al., 2015). Si 

les bactéries présentaient une activité hémolytique, elles formaient des colonies entourées d'une 

zone hémolytique distincte et claire (β-hémolyse, hémolyse complète) ou verdâtre (α-hémolyse, 

hémolyse partielle). 

I.5.3. Résistance aux antibiotiques  

La susceptibilité aux antibiotiques des souches sélectionnées en fonction de leurs 

propriétés antibactériennes, a été évaluée en utilisant la technique de diffusion sur agar, telle 

que décrite par Bauer et al. (1966). Pour réaliser le test, des suspensions (108 UFC/mL) ont été 

préparées à partir de cultures de 24h des isolats de BL sélectionnés dans une solution saline. 

Ces suspensions ont été appliquées sur de l'agar MRS en utilisant la méthode d’ensemencement 

par étalement. Par la suite, des disques d'antibiotiques : ampicilline (10 µg), chloramphénicol 

(30 µg), oxytétracycline, érythromycine (15 µg), amoxicilline (20 µg), tétracycline (30 µg) et 

pénicilline G (10 µg) ont été placés à la surface. Les boites ont été incubées pendant 24 heures 

à 37°C. En tant que témoins, des disques de papier imprégnés de solution saline ont été utilisés. 

Le diamètre des zones claires entourant les disques d'antibiotiques a été mesuré. Les résultats 

ont été présentés en termes de résistance (R) ou de sensibilité (S), conformément aux 

recommandations de l'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing) (http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/disk_diffusion_methodology/). 

http://www.eucast.org/ast_of_bacteria/disk_diffusion_methodology/
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I.6. Propriétés physiologiques 

I.6.1. Autoaggrégation  

  L'auto-agrégation des souches sélectionnées a été étudiée selon la méthode décrite par 

Kos et al. (2003), avec quelques modifications. En résumé, les cellules bactériennes jeunes  de 

24 heures ont été obtenues par centrifugation de la culture en bouillon MRS à 3000 rpm pendant 

15 minutes. Les culots obtenus ont été lavés avec du PBS (0,1 M, pH 7,4) puis re-suspendus 

dans le même tampon pour atteindre une concentration d'environ 108 UFC/mL. Les suspensions 

cellulaires (4 mL) ont été mélangées par vortex pendant 10 secondes. Ensuite, 0,1 mL de la 

suspension supérieure a été mélangé avec 0,9 mL de PBS, et l'absorbance (A0) a été mesurée à 

600 nm. En utilisant la même méthode, l'absorbance (At) a été déterminée après 3 heures 

d'incubation à température ambiante. Pour calculer le taux d'auto-agrégation, la formule 

suivante a été appliquée : 

% Auto-agrégation= 1-(At/A0) × 100 

Où At représente l’absorbance au temps t = 3h et A0 l'absorbance à t = 0. 

I.6.2. Hydrophobicité de la paroi 

L'hydrophobicité de la paroi bactérienne a été évaluée en utilisant la méthode MATH 

(Microbial Adhesion To Hydrocarbons), conformément au protocole établi par Rosenberg et 

al. (1980). Pour ce faire, les cultures bactériennes, incubées pendant 24 heures dans du bouillon 

MRS, ont été centrifugées à 4500 rpm pendant 20 minutes à 4°C. Les culots obtenus ont été 

lavés deux fois avec du PBS (10 mM, pH 7,2) puis re-suspendus dans le même tampon pour 

atteindre une concentration de 108 UFC/mL. Deux solvants ont été utilisés pour l'étude : 

l'hexane (solvant apolaire) et le chloroforme (solvant acide monopolaire). Ensuite, 1 ml 

d'hexane ou de chloroforme a été ajouté à 3 ml de la suspension bactérienne. Après un mélange 
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par vortex pendant 90 secondes, la solution a été laissée à reposer pendant 15 minutes pour 

permettre la séparation des phases aqueuse et organique. Un millilitre de la phase aqueuse a été 

aspiré avec précaution, et l'absorbance a été mesurée à 600 nm. Le pourcentage 

d'hydrophobicité a été calculé avec la formule suivante :  

% Hydrophobicité= (1 - A/A0) x 100, 

où A0 représente l'absorbance de la suspension avant le mélange avec le solvant et A 

l'absorbance de la phase aqueuse après la séparation des deux phases. 

I.6.3. Adhésion des souches sur des microplaques en polystyrène (MATH) 

La méthode d'adhésion semi-quantitative sur microplaques en polystyrène a été 

appliquée dans cette étude, suivant le protocole décrit par Ait Ouali et al. (2014) avec quelques 

modifications. En résumé, 100 µl de chaque culture bactérienne (108 UFC/mL) en bouillon 

MRS ont été ajoutés dans les puits de microplaques stériles à 96 puits, préalablement remplis 

de 100 µl de bouillon MRS stérile. Les microplaques ont été incubées pendant 15 minutes avec 

agitation douce, puis pendant 24 heures à 37°C. Après incubation, les cultures ont été éliminées 

et les puits ont été lavés deux fois avec du tampon PBS (10 mM, pH 7,2) pour enlever les 

cellules non adhérentes. Les cellules adhérentes ont été fixées avec 200 µl d'éthanol à 96 % et 

les microplaques ont été laissées à sécher. Ensuite, 200 µl de solution de cristal violet à 0,1 % 

ont été ajoutés à chaque puits et laissés pendant 30 minutes. Les cellules colorées ont été lavées 

deux fois avec 200 µl de PBS et le colorant a été extrait avec 200 µl d'éthanol à 96 %. La 

biomasse a été quantifiée en mesurant l’absorbance à 630 nm à l’aide d’un lecteur de 

microplaques EnSpire™ (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Les souches ont été classées en 

quatre catégories selon la classification de Stepanović et al. (2000). En prenant l'absorbance 

du bouillon MRS stérile comme témoin (Ac), les interprétations suivantes ont été appliquées : 
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A ≤ Ac, non adhérente (non productrice de biofilm) ; 2Ac ≥ A > Ac, faiblement adhérente 

(productrice de faible biofilm) ; 4Ac ≥ A > 2Ac, modérément adhérente (productrice de biofilm 

modéré) ; A > 4Ac, fortement adhérente (productrice de biofilm élevé). 

I.6.4. Tolérance au phénol 

La capacité des souches lactiques à survivre en présence de phénol est un critère 

important pour leur sélection en tant que probiotiques, car ce composé toxique est couramment 

retrouvé dans l’intestin en tant que produit de dégradation des acides aminés aromatiques par 

la flore intestinale. Pour évaluer cette tolérance, un protocole basé sur celui décrit par 

Padmavathi et al. (2018) a été adopté en raison de sa simplicité, de sa reproductibilité et de sa 

pertinence pour simuler les conditions intestinales. Plus précisément, 100 µL d’une culture 

bactérienne incubée pendant 24 heures ont été inoculés dans du bouillon MRS contenant 0,2 % 

et 0,5 % de phénol (v/v), concentrations généralement utilisées dans les études de tolérance et 

représentant les niveaux physiologiques potentiels retrouvés dans le tractus gastro-intestinal. 

Après une incubation de 24 heures à 37 °C, la croissance bactérienne a été estimée par mesure 

de la densité optique à 600 nm (DO₆₀₀), ce qui permet d’évaluer la viabilité et la résistance des 

souches en présence de ce composé toxique.  

I.7. Propriétés fonctionnelles 

I.7.1. Pouvoir antioxydant 

L'activité antioxydante des souches lactiques sélectionnées a été évaluée à l'aide des tests 

DPPH et ABTS. 
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• Méthode au 2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) 

Le surnageant a été obtenu par centrifugation à 3000 rpm pendant 15 minutes à 4°C, puis 

stérilisé par filtration à travers un filtre à seringue de 0,22 µm. Les culots bactériens résultants 

ont été collectés et lavés avec du PBS stérile à 0,1 M (pH 7,4) pour obtenir une suspension 

cellulaire bactérienne (SCB). Pour le test, 1 mL du surnageant ou de la SCB a été mélangé avec 

2 mL d'une solution d'éthanolique de DPPH à 0,07 mM, puis incubé pendant 30 minutes à 

température ambiante dans l'obscurité. Ensuite, l'absorbance des échantillons (notée Aéchantillon) 

a été mesurée à 517 nm. Comme témoins négatifs, de l'eau distillée et une solution de DPPH 

ont été utilisées (AControle). Pour référence, une combinaison de suspension bactérienne et 

d'éthanol (ABlanc) a été incluse. La formule utilisée pour calculer le pourcentage d'élimination 

des radicaux était la suivante (Kostelac et al., 2021): 

Capacité de piégeage du DPPH (%) = [1 – (Aéchantillon–ABlanc/AControle)] × 100 

• Méthode au 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique) (ABTS+) 

Les surnageants de culture ont été obtenus par centrifugation (8000 g/10 min, 4°C) de 

cultures de souches de Lactiplantibacillus plantarum incubées pendant 24 heures. L'activité 

antioxydante a été déterminée par la méthode ABTS+ (acide 2,2-azino-bis(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comme décrit par Pieniz et al. (2014). L'ABTS+ a été 

produit en réagissant une solution mère d'ABTS (7 mM, Sigma-Aldrich) avec un volume 

équivalent de persulfate de potassium (concentration finale de 2,45 mM, Sigma-Aldrich) et en 

laissant le mélange interagir à température ambiante pendant 16 heures avant utilisation. La 

solution d'ABTS+ a été diluée avec de l'éthanol (96 %) (Sigma-Aldrich), pour obtenir une 

absorbance de 0,700 ± 0,020 à 734 nm, et l'acide ascorbique à 2 mg/ml a été utilisé comme 

contrôle positif. Après l'ajout de 500 µl de chaque échantillon dans 3 ml de solution d'ABTS+, 
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l'absorbance (A) a été mesurée après 6 minutes. D'autre part, le même volume (500 µl) de 

bouillon MRS stérile ajouté à la solution d'ABTS a été utilisée comme contrôle négatif. 

I.7.2. Activités enzymatiques  

• Activité Protéolytique 

Une colonie de chaque souche bactérienne a été inoculée sur gélose MRS supplémentée 

avec 10 % (m/v) de lait écrémé stérile et incubée à 37°C pendant 48 heures. L'apparition d'une 

zone claire autour des colonies était considérée comme un résultat positif pour l'activité 

protéolytique (De Albuquerque et al., 2018). 

• Activité Amylolytique 

La capacité des isolats à hydrolyser l'amidon a été observée en utilisant de l'agar MRS 

modifiée supplémentée avec 1 % d'amidon soluble. Après une incubation de 48 heures, les 

boites de pétri ont été recouvertes d'une solution d’iodure de potassium. Les zones claires autour 

des colonies indiquent une activité amylolytique (Onilude et al., 2017). 

• Activité Lipolytique 

Pour tester l'activité lipolytique, de l'agar MRS avec 0,01 % de rhodamine et 1 % d'huile 

d'olive ont été utilisées. La méthode de révélation a consisté à observer la fluorescence du 

complexe entre la rhodamine B (Sigma, USA) et les acides gras libres libérés par l'huile d'olive 

(Lopes et al., 2002). 

• Activité Cellulolytique 

Les souches de Lactiplantibacillus ont été ensemencées sur l’agar MRS contenant le 

Carboxymethyl cellulose (CMC). Après 48 heures d'incubation, les boites d'agar CMC ont été 

inondées avec 1 % de rouge Congo et laissées à reposer pendant 15 minutes à température 

ambiante. Les boites ont ensuite été complètement décolorés avec une solution de NaCl. 
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l’apparition de zones claires autour des colonies bactériennes en développement, indique 

l'hydrolyse de la cellulose (Irfan et al., 2012).  

I.7.3. Production d'EPS 

La production d'exopolysaccharides (EPS) a été évaluée en cultivant les souches sur de 

l'agar MRS au Rouge Congo. Le rouge de congo permet la détection de la production 

d'exopolysaccharides par la variation de la couleur des colonies dans le milieu. Le milieu a été 

préparé en ajoutant 0,8 g de Rouge Congo (Merck) dans 1 L d'agar MRS complété avec 10 % 

de saccharose. Les isolats bactériens ont été ensemencés sur des boites de pétri contenant l’agar 

au Rouge Congo et incubés à 37 °C pendant 24 heures (Hayet et al., 2021). 

II. Encapsulation  

II.1. Préparation de billes d’alginate contenant les bactéries lactiques  

Les billes d'alginate ont été préparées en utilisant la méthode d'extrusion (Lotfipour et 

al., 2012). Tout d'abord, une solution d'alginate de sodium a été stérilisée à 121°C pendant 15 

minutes. Un inoculum bactérien (108 UFC/mL) a ensuite été introduit dans la solution d'alginate 

de sodium pour créer une suspension uniforme, qui a été doucement agité pour assurer une 

distribution homogène. La suspension a ensuite été introduite goutte à goutte, à l'aide d'une 

seringue, dans une solution de durcissement stérile contenant 1,5 % de CaCl2. La distance entre 

le bout de la seringue et la solution de CaCl2 a été maintenue à 3 cm. Des sphères gélifiées 

instantanées se sont formées lorsque les gouttes sont entrées en contact avec la solution de 

durcissement. Les billes ont été laissées dans la solution pendant 30 minutes pour permettre 

leur durcissement. Après, les billes ont été séparées à l'aide d'un filtre Whatman No.1, lavées 

deux fois avec une solution saline stérile, puis soumises à une lyophilisation à l'aide d'un 
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lyophilisateur CHRIST ALPHA 1–2 LD plus (Osterode, Allemagne). Pour maintenir la 

stérilité, les billes séchées ont été stockées dans des flacons stériles jusqu'à utilisation. 

II.2. Effet de l’encapsulation sur la viabilité  

Après dissolution des billes encapsulées (1 g) dans 9 mL de PBS (pH 7,4) à 37°C 

pendant 2 heures, le nombre de bactéries vivantes a été déterminée par une dilution en série de 

dix fois et étalement sur gélose MRS. L'efficacité de l'encapsulation (EE) a été calculée en 

comparant le nombre de cellules vivantes avant et après le processus d'encapsulation, et en 

exprimant les résultats en pourcentage d'unités formant des colonies (UFC). La formule pour 

calculer l'EE est la suivante : 

EE = (Nt / Ni) × 100 

où : 

• Nt représente le nombre de cellules dans les particules après la formation des billes 

d'alginate. 

• Ni représente le nombre initial de cellules avant le processus d'encapsulation. 

II.3. Caractérisation des billes lyophilisées par microscopie électronique à balayage 

Les billes séchées après lyophilisation ont été examinées par microscopie électronique 

à balayage (MEB). Les images MEB ont été obtenues avec un microscope de paillasse Zeiss 

EVO, utilisant des grossissements de 100x et 600x, et des tensions allant jusqu'à 10 kV. 
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II.4. Effet de l'encapsulation sur la survie bactérienne dans des conditions simulées du 

tractus gastro-intestinal 

Dans l'expérience, une suspension de cellules bactériennes (108 UFC/mL) a été préparée 

dans 2 mL de jus gastrique simulé stérilisé, constitué d'une solution saline à 0,9 % (p/v) avec 

un pH de 2, ajusté avec de l'HCl 0,01 M, et de 0,3 % (p/v) de pepsine (Sigma–Aldrich, Bornem, 

Belgique) (Both et al., 2018). Après un vortexage rapide de 10 secondes, la suspension a été 

incubée à 37°C pendant 2 heures. Simultanément, pour évaluer la performance des souches 

encapsulées dans le jus gastrique sur différentes durées, les billes contenant les bactéries, pesant 

chacune 0,1 g, ont été introduites dans le fluide simulant le milieu gastrique pendant 2 heures à 

37°C. De manière similaire, la viabilité des souches libres et encapsulées dans le jus intestinal 

simulé a été évaluée en utilisant une procédure comparable. Pour cela, les cellules bactériennes 

(108 UFC/mL) ou les billes (0,1 g) ont été suspendues dans une solution imitant le jus intestinal, 

composée de 0,5 % de NaCl et de 0,5 % de sels biliaires avec un pH de 8. Les mélanges ont 

ensuite été incubés pendant 2 heures à 37°C. Après incubation, les billes ont été dissoutes dans 

une solution de dépolymérisation. Cette solution a été préparée en combinant 28 mL d'une 

solution de NaH2PO4 0,2 M avec 72 mL d'une solution de Na2HPO4 0,2 M, en ajustant le 

volume à 200 mL avec de l'eau distillée, et en maintenant un pH de 7. Le taux de survie (%) a 

été calculé selon la formule suivante : 

Survie (%) = (Nombre de cellules vivantes (UFC/mL) / Nombre initial de cellules inoculées 

(UFC/mL)) x 100 
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II.5. Inhibition de Fusarium graminearum par les souches de Lactiplantibacillus libres et 

encapsulées 

L'efficacité des probiotiques isolés dans l'inhibition de la croissance de la souche de F. 

graminearum a été évaluée à l'aide d'une méthode qualitative de Deepthi et al. (2016) avec 

quelques modifications. La moitié de l’agar PDA a été ensemencée avec des probiotiques libres 

ou encapsulées (billes d'alginate lyophilisées). Les boites ont été incubées à 28 °C dans 

l'obscurité pendant 7 jours après avoir inséré un morceau d'agar PDA avec F. graminearum au 

centre de la surface libre. À la fin de la période d'incubation, les diamètres de la croissance du 

champignon sont mesurés, et l'effet antifongique est calculé en utilisant la formule suivante : 

Activité antifongique (%) = ((Dc − Ds) / Dc) × 100 

Le diamètre de la croissance sur la boite de contrôle est noté Dc, tandis que la croissance sur la 

boite soumise au test est notée Ds. 

Analyse statistique 

Chaque expérience a été réalisée en triplicata, ce qui a donné lieu à trois séries distinctes 

pour chaque expérience. Les données ont été soumises à une analyse de variance à un facteur 

(ANOVA), suivie du test post hoc de Tukey. La signification statistique a été fixée à p<0,05. 

Toutes les analyses ont été effectuées à l'aide du logiciel GraphPad 8.4.2. 
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I. Bactéries lactiques 

I.1. Revivification 

Cinq isolats de BL se caractérisaient par leurs attributs uniques, tels que la morphologie 

des colonies petites, bien délimitées et de couleur blanc crémeux, la coloration Gram positive, 

la nature catalase-négative, l'absence de mobilité, et une combinaison de caractéristiques en 

coques et en bâtonnets. Les fientes de volaille sont une excellente source de bactéries lactiques 

probiotiques potentielles. Les principaux genres bactériens isolés des déjections de volaille sont 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Campylobacter, Escherichia et Clostridium (Amit-Romach et 

al., 2004; Nazef et al., 2008; Asghar et al., 2016). 

I.2. Activité antibactérienne des isolats 

Dans le cadre de cette recherche, afin de choisir des souches destinées à l’utilisation 

comme additif dans l’alimentation des poulets, nous avons d'abord analysé l'activité 

antibactérienne des isolats. Selon la méthode de Eccleston et al. (2008)et la méthode des puits 

développée par Barefoot et Klaenhammer (1983), celle-ci a été évaluée dans un milieu solide.  

Dans la présente étude, toutes les souches ont été testées vis-à-vis de : S. aureus ATCC 

6538, B. spizizenii ATCC 6633, E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 9027, et Salmonella 

typhimurium ATCC 14028 ont présentées une activité avec des zones d’inhibition claire autour 

des cylindres. Les résultats du test directe suggèrent que l'ensemble des isolats produisent des 

substances qui inhibent la croissance de ces pathogènes, ou exerce une inhibition compétitive 

par rapport aux nutriments. 

Similairement à notre étude, Ahmed et al. (2019) ont trouvé que 6 isolats lactiques 

parmi 21 démontrent une efficacité antibactérienne grâce au test des spots. Ces derniers 

présentent des diamètres d'inhibition contre E. coli et Salmonella typhimurium, avec des zones 
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d'inhibition allant de 10,5 à 14,3 mm pour E. coli et de 10,2 à 12,8 mm pour Salmonella, ce qui 

indique une efficacité antibactérienne significative. 

Les résultats prometteurs, dans le test cylindres d’agar, justifie la poursuite de 

l'évaluation de l'activité antibactérienne des isolats à travers le test des puits. 

 

Les 5 souches ont été testés vis à vis de 5 souches indicatrices (S. aureus ATCC 6538, 

B. spizizenii ATCC 6633, E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa ATCC 9027, et Salmonella 

typhimurium ATCC 14028) en utilisant l'essai de diffusion en puits sur agar. Les résultats ont 

indiqué que les 5 isolats de BL (nommément AML3F, AML1, AML2, AML3, et AML5), ont 

montré des effets inhibiteurs contre presque tous les pathogènes testés (Tableau II). Les cinq 

isolats se sont avérés efficaces pour inhiber la croissance d'E. coli, de P. aeruginosa et de B. 

spizizenii. AML3F a démontré le plus grand spectre d'activité antibactérienne, incluant les cinq 

pathogènes et la plus grande efficacité pour inhiber la croissance d'E. coli (14,6 mm) et de S. 

aureus (23 mm). Cependant , AML3F était le seul isolat qui a montré une activité 

antibactérienne à l’égard de Salmonella typhimurium (18 mm).  

Tableau II. Activité antibactérienne des souches de bacilles vis-à-vis de cinq pathogènes. 

Souche Zone d’inhibition (mm) 

E. coli P. aeruginosa S. aureus B. spizizenii S. Typhimurium 

AML3F 14,6±1,3a 10,0±1,0a 23,0±1,0a 14,5±0,8a 18,0±0,0a 

AML1 12,1±1,4b 11,0±0,0b 15,6±1,3b 15,0±0,0a 00,0±0,0b 

AML2 12,5±1,1b 11,5±0,6b 13,5±1,4c 15,5±0,7a 00,0±0,0b 

AML3 11,0±1,0b 10,0±0,0a 16,6±1,1d 15,0±1,0a 00,0±0,0b 

AML5 12,0±0,0b 12,0±1,0b 00,0±0,0e 17,0±0,0b 00,0±0,0b 

Les diamètres des zones d'inhibition sont la moyenne de trois mesures indépendantes. 

a,b,c Les lettres différentes dans la même colonne indiquent des différences significatives 

(p<0,05). 
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Cela s'explique par la capacité des bactéries lactiques à synthétiser des substances 

antimicrobiennes actives, telles que des acides organiques, du peroxyde d'hydrogène, du CO2, 

des bactériocines, de la reutérine et du diacétyle. Ces composés peuvent exercer leur action de 

manière individuelle ou synergique pour inhiber la croissance des microorganismes pathogènes 

ou responsables de la détérioration (Agnelo et al., 2023). 

Chez les bactéries Gram-positives, les composés antimicrobiens traversent la membrane 

et se fixent sur la couche de peptidoglycane, où ils se lient aux protéines, ce qui peut entraîner 

la lyse cellulaire. En revanche, chez les bactéries Gram-négatives, ces composés pénètrent par 

les porines de la membrane externe, accèdent à la couche de peptidoglycane et se lient 

également aux protéines (Carcione et al., 2023). 

La capacité des bactéries probiotiques à coloniser la muqueuse intestinale et à inhiber la 

croissance des pathogènes nuisibles est essentielle. Les souches de BL isolées ont inhibé la 

croissance d'E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. spizizenii et Salmonella Typhimurium. Il est 

bien connu que les BL probiotiques peuvent produire diverses substances antimicrobiennes ou 

métabolites, y compris des acides organiques, des bactériocines, des composants semblables 

aux bactériocines et du peroxyde d'hydrogène, qui sont souvent responsables de leur activité 

antagoniste (Campana et al., 2017). Par conséquent, l'activité antibactérienne des isolats 

pourrait être attribuée à différents mécanismes, tels que la production de bactériocines ayant 

des effets bactéricides ou bactériostatiques et la réduction du pH résultant de la synthèse de 

l'acide lactique (Parente et Ricciardi, 1999). 

Nos résultats sont similaires à ceux de Bakari et al. (2011)  et supérieurs à ceux trouvé 

par Dec et al. (2016), mais inférieurs à ceux reportés par Tatsadjieu et al. (2009). 
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I.3. Identification moléculaire des isolats   

Sur la base de leurs séquences de gènes de l'ARN ribosomique 16S, les cinq souches 

sélectionnées ont été identifiées comme appartenant au genre Lactiplantibacillus. Cependant, 

il convient de noter que la souche AML3 divergeait significativement des autres souches, avec 

un pourcentage d'identité BLAST relativement bas de 92,05 % par rapport aux souches types 

du genre Lactiplantibacillus (Tableau III).  

Tableau III. Résultats du BLAST des séquences ARNr 16S des cinq isolats de bacilles. 

Souche  Description 
couverture de 

requête 
E* Per. Ident 

Acc. 

Len 
Accession 

AML3 

Lactiplantibacillus plantarum CIP 

103151 ARN ribosomique 16S, 

séquence partielle 

78% 0 92.05% 

1527 NR_104573.1 

AML5 88% 0 97.96% 

AML2 89% 0 98.10% 

AML1 97% 0 99.44% 

AML3F 

Lactiplantibacillus plantarum JCM 

1149 ARN ribosomique 16S, 

séquence partielle 

97% 0 98.87% 1466 NR_117813.1 

En l'absence de désignation taxonomique polyphasique plus précise, les cinq souches 

ont été placées dans le genre Lactiplantibacillus. Après identification, les souches ont reçu les 

noms suivants (nom, numéro d'accès) : Lactiplantibacillus sp. AML1 (ON799438.1) ; 

Lactiplantibacillus sp. AML2 (ON799439.1) ; Lactiplantibacillus sp. AML3 (ON799440.1) ; 

Lactiplantibacillus sp. AML3F (ON799437.1) ; et Lactiplantibacillus sp. AML5 (Figure 5). 

Les cercles transparents de couleur maron reflètent les valeurs de bootstrap (>50 %) pour les 

arbres dans lesquels les taxa liés sont regroupés. Le nombre de substitutions par site a été utilisé 

pour créer une version mise à l'échelle de l'arbre. Les cinq souches utilisées dans cette enquête 
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sont mises en évidence en couleurs pastel douces. Un groupe externe composé de 

Levilactobacillus cerevisiae TUM BP 140423000–2250 a été utilisé.  

 

Figure 5. Analyse phylogénétique moléculaire des cinq souches de bacilles par la méthode du 

Maximum de Vraisemblance basée sur les séquences du gène ARNr 16S. 

Suite à l'analyse phylogénétique, les cinq souches ont été classées dans le genre 

Lactiplantibacillus. Ce genre est connu pour avoir des impacts significatifs sur la santé animale 

(Gilchrist et al., 2007) et est fréquemment trouvé dans les fèces de poulets de chair (Shazali 

et al., 2014). Cependant, pour la souche AML3, le faible pourcentage d'identité (92 %) suggère 

la possibilité qu'il s'agisse d'une espèce nouvelle. Une suggestion similaire pourrait s'appliquer 

aux souches AML5 et AML2, car leurs pourcentages d'identité (97,96 % et 98,10 %, 

respectivement) sont inférieurs au seuil actuellement accepté de ARNr 16S pour la délimitation 

des espèces (98,65 %) (Kim et al., 2014). Pour établir fermement ces souches comme des 

représentants potentiels de nouvelles espèces au sein du genre Lactiplantibacillus, des 
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investigations polyphasiques et génomiques approfondies sont nécessaires. Ces investigations 

devraient inclure des calculs précis de distance génomique, tels que l'hybridation numérique 

ADN-ADN (dDDH) et l'identité nucléotidique moyenne (ANI)(Meier-Kolthoff et al., 2013). 

I.4. Etude de l’innocuité des souches 

Avant d’évaluer le potentiel probiotique des cinq souches de Lactiplantibacillus 

sélectionnées, leur innocuité a été déterminée. Cette évaluation a été démontrée par l'analyse de 

leur effet cytotoxique sur la lignée cellulaire du carcinome mammaire EMT6 (ATCC® CRL-

2755™) et la lignée cellulaire bêta-pancréatique NIT-1, ainsi que par leur activité hémolytique 

et leur profil de résistance aux antibiotiques. 

I.4.1. Test de cytotoxicité 

Dans l'évaluation de la cytotoxicité des deux souches sélectionnées Lactiplantibacillus 

sp. AML3F et AML2, leurs surnageants ont été lyophilisés, solubilisé dans du PBS à différentes 

concentrations, puis testés sur les lignées cellulaires EMT6 et NIT-1. Les résultats obtenus ont 

indiqué que le surnageant de AML2 ne présentait pas de cytotoxicité significative (Figure 6) 

contre les cellules NIT-1 (p >0,05), même à des concentrations variant de 3 à 60 µg/mL, avec 

une valeur de IC50 supérieure à 60 µg/mL. En revanche, des concentrations élevées (30–60 

µg/mL) du surnageant de AML3F ont montré une légère augmentation (p >0,05) de la viabilité 

des cellules NIT-1.  
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Figure 6. Effet du surnageant cellulaire AML3F et AML2 à différentes concentrations sur la 

viabilité des cellules NIT-1 en utilisant le test XTT. Les résultats présentés sont exprimés en 

moyenne ± SEM et proviennent de trois expériences indépendantes. "ns" indique des résultats 

non significatifs, selon l'ANOVA à un facteur suivi du test post hoc de Tukey par rapport au 

contrôle négatif (PBS). 

De plus, le surnageant de AML2 n'a entraîné qu'une réduction mineure (p >0,05) de la 

viabilité des cellules EMT6 dans les conditions testées. Le surnageant de AML3F n'a montré 

aucune cytotoxicité significative contre EMT6 (p >0,05), même lorsqu'il a été testé à des 

concentrations allant de 0 à 27 μg/mL (avec une valeur de IC50 supérieure à 30 µg/mL). En 

revanche, la doxorubicine, utilisée comme contrôle positif, a montré un impact cytotoxique 

élevé contre les cellules EMT6 avec une IC50 de 4,885 ± 0,063 μg/mL (Figure 7). 
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Figure 7. Effet du surnageant cellulaire AML3F et AML2 et de la doxorubicine à différentes 

concentrations sur la viabilité de la lignée cellulaire du cancer du sein EMT6. Les cellules 

EMT6 ont été prétraitées avec le surnageant à différentes concentrations (0-27 µg/mL). La 

doxorubicine a été utilisée comme contrôle positif. Les résultats sont exprimés en moyenne ± 

SEM (n=3) ; ns : non significatif par rapport au contrôle négatif (ANOVA à un facteur suivie 

du test post hoc de Tukey). 

L'effet cytotoxique des surnageants des deux souches de BL (AML3F et AML2) a été 

évalué sur deux lignées cellulaires humaines (NIT-1 et EMT6). Le surnageant libre de cellules 

des souches n'a pas montré d'effet cytotoxique sur les lignées cellulaires bêta-pancréatiques 

(NIT-1). Ces résultats indiquent que ces souches sont sûres et pourraient être utilisées comme 

additifs alimentaires. Une étude d'Arrioja-Bretón et al. (2020) n'a révélé aucune toxicité pour 

les macrophages humains à partir du surnageant libre de cellules de L. plantarum NRRL B-

4496. Une autre étude a trouvé qu'un exopolysaccharide de L. plantarum RJF4 n'était pas 

toxique pour la lignée cellulaire de myoblastes de rat L6 (Dilna et al., 2015), suggérant un 

potentiel d'utilisation de ces souches dans les additifs alimentaires ou thérapeutiques. 

I.4.2. Activité hémolytique 

En ce qui concerne leur activité hémolytique, toutes les souches de Lactiplantibacillus 

sp. se sont avérées dépourvues d'activité hémolytique (Figure 8), confirmant leur nature non 

cytotoxique  pour les organismes vivants ( FAO/WHO, 2002). Ces résultats sont cohérents 

avec les observations selon lesquelles les souches de L. plantarum n'exhibent généralement pas 

d'activité hémolytique (Sharma et al., 2021). 

 

Figure 8. Activité non hémolytique des souches de Lactiplantibacillus sp. 
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1.4.3. Phénotype de résistance aux antibiotiques 

Il est crucial que les cultures probiotiques ne portent pas de gènes transférables conférant 

une résistance aux antibiotiques. Les cinq souches de Lactiplantibacillus sp. ont montré un 

profil de résistance variable aux sept antibiotiques testés (Tableau IV). Toutes les souches 

étaient sensibles au chloramphénicol (CHL), à l'oxytétracycline (OXY), à l'érythromycine 

(ERY) et à la tétracycline (TET). Une résistance uniquement à l'amoxicilline (AMX) et à la 

pénicilline G (PEN) a été détectée chez tous les isolats, et seule AML1 était résistante à 

l'ampicilline (AMP). Une sensibilité modérée à l'AMP a été détectée chez AML3F. 

Tableau IV. Résistance aux antibiotiques des cinq souches de Lactiplantibacillus. 

Souche Resistance aux antibiotiques 

AMP CHL OXY ERY AMX TET PEN 

AML3F MS S S S R S R 

AML1 R S S S R S R 

AML2 S S S S R S R 

AML3 S S S S R S R 

AML5 S S S S R S R 

R : résistant ; MS : modérément sensible ; S : sensible ; AMP : ampicilline (10 µg) ;  

CHL : chloramphénicol (30 µg) ; OXY : oxytétracycline ; ERY : érythromycine (15 µg) ; 

AMX : amoxicilline (20 µg) ; TET : tétracycline (30 µg) ; PEN : pénicilline G (10 µg). 

Les souches semblaient être sensibles à presque tous les antibiotiques testés, avec une 

résistance à la pénicilline et à l'amoxicilline, qui appartiennent toutes deux à la classe des 

antibiotiques bêta-lactamines. La pression croissante créée par l'utilisation généralisée des 

antibiotiques dans les soins vétérinaires contribue presque certainement à la propagation de la 

résistance parmi les bactéries intestinales (Álvarez-cisneros et Ponce-alquicira, 2019). Dans 

leur étude, Shazali et al. (2014) ont isolé des souches de L. plantarum et de L. pentosus à partir 

de fèces de poulets de chair malaisiennes qui était sensibles à l'érythromycine, à la tétracycline 
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et à l'ampicilline. Cependant, les variations mineures observées dans notre étude peuvent être 

attribuées aux différences entre les souches et les espèces, ainsi qu'aux antibiotiques utilisés 

dans les traitements vétérinaires. L'utilisation irresponsable des antibiotiques dans les aliments 

pour animaux, à des fins thérapeutiques et de promotion de la croissance, a contribué à 

l'émergence de BL résistants aux antibiotiques. Cette pratique pourrait potentiellement mener 

à la formation d'un réservoir de bactéries résistantes aux antibiotiques dans le système digestif. 

Les résultats récents soulignent la nécessité de tester des souches potentielles de BL pour leur 

résistance aux antibiotiques lorsqu'on les considère comme additifs dans l'alimentation animale 

(Nikodinoska et al., 2023). 

I.5. Propriétés physiologiques 

I.5.1. Autoaggrégation et hydrophobicité de la surface cellulaire 

Il est supposé que l'adhésion des probiotiques à l'épithélium intestinal est associée à leur 

capacité d'auto-agrégation. La Figure 9 illustre les résultats de l'évaluation de la capacité d'auto-

agrégation des souches de Lactiplantibacillus sp. L'auto-agrégation des souches varient de 

9,00±1,24 % à 38,58±0,96 %. Il est à noter qu'il y avait une variation significative (p<0,05) des 

taux d'auto-agrégation parmi les cinq souches. Lactiplantibacillus sp. AML5 a montré le taux 

d'auto-agrégation le plus élevé (38 %) sur 3 heures, surpassant les autres souches. 
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Figure 9. Auto-aggregation des souches de Lactiplantibacillus sp. Les résultats ont été 

exprimés en tant que moyenne de trois répétitions ± écart-type (p < 0,01). 

Dans cette étude, l’hydrophobicité de la surface cellulaire a été estimée en utilisant 

l’hexane (un solvant apolaire) et le chloroforme (un solvant acide monopolaire) sur des cellules 

vivantes intactes (Figure 10). Les niveaux d'hydrophobicité cellulaire enregistrés variaient de 

05,33 ± 0,87 à 19,41 ± 0,61% pour l’hexane et 04,87 ± 1,41 à 24,86 ± 1,48 % pour le 

chloroforme. 

 

Figure 10. Proportion d'adhésion bactérienne aux hydrocarbures pour différentes souches de L. 

plantarum utilisant du chloroforme et de l'hexane. Tous les résultats sont représentés comme la 

moyenne ± écart-type. 
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En général, l'auto-agrégation et l'hydrophobicité de la surface cellulaire servent de 

critères pour évaluer les souches probiotiques afin de déterminer leur capacité d'adhésion et 

d'interaction avec les cellules épithéliales (Xu et al., 2009). 

Toutes les souches ont montré une capacité à s'auto-agréger après 3 heures. En 

comparaison avec les résultats de Campana et al., (2017), qui ont évalué la capacité d'auto-

agrégation de sept souches de BL probiotiques isolées de produits probiotiques commerciaux 

(maximum de 21,37 % après 6 heures), nos souches ont présenté de meilleures propriétés 

d'auto-agrégation (23–38 %). 

L'hydrophobicité de la surface cellulaire d'une souche probiotique indique sa capacité à 

coloniser l'intestin, ou son adhérence et sa persistance une fois dans la cavité intestinale. Souza 

et al. (2018) ont montré qu'une hydrophobicité accrue conduisait à une meilleure colonisation. 

Tyfa et al. (2015) ont classé les souches bactériennes en très hydrophobes (>50%), modérément 

hydrophobes (20%-50%) et hydrophiles (<20%). Selon ce critère, toutes les quatre souches de 

L. plantarum sont hydrophiles. Nallala et Jeevaratnam (2015) ont également obtenu des 

résultats similaires ; leur étude a révélé que les souches de L. plantarum isolées de poulets 

étaient hydrophiles, avec des pourcentages d'hydrophobicité variant de 16 % à 33 %. 

I.5.2. Adhésion des souches sur des microplaques en polystyrène (TCP) 

Les résultats montrés dans la Figure 11 ont révélé la capacité des souches de 

Lactiplantibacillus testées à adhérer et à former des biofilms dans les conditions d'étude. Les 

absorbances enregistrées variaient de 0,37 à 1,28. Les souches AML2 et AML3F possédaient 

une forte capacité d'adhésion selon la classification de Stepanović et al. (2000), tandis que les 

autres souches, AML1 et AML5, étaient modérément adhérentes. La souche Lb. plantarum 

(P2F2) isolée des selles d'infant a montré une forte production de biofilm sur polystyrène, 
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indiquant des capacités d'adhésion potentielles dans le tractus gastro-intestinal (Narayanan, 

2024).  

 

Figure 11. Formation de biofilm par 4 souches de Lactoplantibacillus plantarum sur des 

microplaques en polystyrène à 96 puits à 37°C pendant 24 h. (a) : la Densité optique a 630nm. 

Les barres d'erreur représentent les écarts-types de la moyenne (n = 4). (b) : Les photographies 

des biofilms teintés au violet cristal.  

I.5.3. Tolérance au phénol 

Les quatre souches bactériennes étudiées ont montré une croissance réduite à 0,2 % et 

0,5 % de phénol. Lors de la comparaison de la tolérance au phénol avec d'autres souches, L. 

plantarum AML3F a démontré le pourcentage de croissance le plus élevé (Figure 12). Nos 

résultats sont conformes à ceux rapportés par Sunardi et al. (2023), qui ont également constaté 

que les souches de L. plantarum isolées de poulets montraient une sensibilité aux concentrations 

élevées de phénol, indiquant un manque de résistance au phénol dans l'étude. Les phénols sont 

des métabolites dangereux produits pendant le processus digestif par les acides aminés 

aromatiques et les protéines endogènes (Padmavathi et al., 2018). Une bactérie probiotique 

spécifique devrait être capable de gérer les faibles niveaux de phénols présents dans le tractus 

gastro-intestinal (Pacheco-Ordaz et al., 2018). 
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Figure 12. Tolérance aux concentrations de 0,2 % et 0,5 % de phénol par les souches de 

Lactiplantibacillus plantarum. Les données sont les moyennes de trois expériences répétées, et 

les barres d'erreur indiquent les écarts-types.   

I.6. Propriétés fonctionnelles 

I.6.1. Pouvoir antioxydant 

Pour évaluer le potentiel antioxydant des souches et leurs surnageants de culture, une 

méthode basée sur les radicaux DPPH a été employée, reconnue pour sa sensibilité, sa fiabilité 

et son utilisation courante (Mishra et al., 2015). Les activités des cellules entières de 

Lactiplantibacillus sp. AML3F, AML1, AML2, AML3 et AML5 étaient respectivement 

estimées à 71,90 %, 6,10 %, 9,10 %, 17,90 % et 23,61 % (Figure 13), en comparaison avec 

l’acide L-ascorbique (25 mg/L) utilisé comme standard positif. De manière similaire, les 

surnageants de culture se sont révélés efficaces pour éliminer les radicaux libres, avec des 

activités d’élimination variant entre 55,75 % et 74,55 %. 
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Figure 13. Capacité de piégeage des radicaux libres DPPH des souches de Lactiplantibacillus 

sp. (exprimée en % ± écart-type). 

Les surnageants de culture dépourvus de cellules ont démontré une efficacité supérieure 

dans l'élimination des radicaux par rapport aux cellules entières. Les résultats étaient 

comparables à ceux obtenus avec l'acide ascorbique. Sur la base de ces observations, il est 

hypothétiquement suggéré que les métabolites excrétés produits par les souches de 

Lactiplantibacillus sp. sont responsables de leur capacité à éliminer les radicaux DPPH. Lors 

de l’evaluation primaire de l'activité antioxydante, les cellules bactériennes ont montré une 

activité limitée dans les conditions de mesure, sans stress oxydatif pour induire des mécanismes 

de défense antioxydants. Nos résultats suggèrent que leur capacité à éliminer les radicaux DPPH 

est modeste comparée à celle de l'acide L-ascorbique, un standard antioxydant puissant. Il est à 

noter qu'en revanche aux souches isolées L. plantarum AML1, AML2, AML3 et AML5, la 

fraction du milieu de L. plantarum KO9, isolée du lait d'équidés, a éliminé une quantité 

équivalente (statistiquement négligeable) de radicaux que les cellules entières (Li et al., 2012). 

Certaines souches de bactéries lactiques produisent des métabolites présentant d'excellentes 

capacités d'élimination des radicaux DPPH, comme l'indiquent les travaux de Ji et al. (2015). 
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Le surnageant de culture de toutes les souches a montré une forte capacité à éliminer le 

radical ABTS•+. Les taux d'activité d'élimination du radical ABTS varient de 48,73 ± 2,626 % 

(L. plantarum AML1) à 85,38 ± 0,21 % (L. plantarum AML2) (Figure 14). Les taux de capture 

du radical ABTS+ étaient supérieurs à ceux enregistrés avec des lactobacilles isolés de selles 

canines et félines (Kim et al., 2021). L'ABTS est un radical azoté qui peut être neutralisé en 

une molécule stable et irréversible soit par réduction radicalaire par transfert d'atomes 

d'hydrogène, soit par réduction directe par transfert d'électrons, et possède une stœchiométrie 

similaire à celle des antioxydants standards tels que le trolox et l'acide ascorbique (Prior et 

al.,2005). 

 

Figure 14. Activité de piégeage de l'ABTS du surnageant des isolats de Lactiplantibacillus. Les 

valeurs sont exprimées en moyenne ± erreur standard de la moyenne de trois répétitions 

I.6.2. Activités enzymatiques  

La production de protéases est une caractéristique importante des bactéries probiotiques, 

selon des recherches antérieures (Khusro et al., 2021), car elle peut accélérer la dégradation 

des protéines alimentaires, favorisant ainsi l'absorption des nutriments et la santé globale des 

volailles. Dans ce travail, les souches de Lactiplantibacillus isolées des selles de poulets de 

chair ont montré une activité protéolytique significative, comme le montrent les zones claires 
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(Figure 15.a) autour des colonies sur le milieu agar utilisé avec du lait écrémé comme substrat. 

Ces zones distinctes indiquent la présence de protéases extracellulaires capables de dégrader 

les substrats protéiques dans le milieu. Cette observation est en accord avec des recherches 

antérieures qui ont trouvé une activité protéolytique dans d'autres souches de Lactobacillus, 

suggérant que Lactobacillus plantarum peut aider à la digestion des protéines dans le tractus 

intestinal des volailles (Chang et al., 2022; Leal et al., 2023).  

Le système protéolytique des souches probiotiques offre de nouvelles opportunités pour 

la création d'aliments fonctionnels potentiellement bénéfiques pour la santé (Sah et al., 2014). 

Dans cette étude, toutes les souches de Lactiplantibacillus testées sur gélose nutritive contenant 

10 % (m/v) de poudre de lait ont montré une activité protéolytique positive. Cette activité est 

principalement attribuable aux protéases présentes dans la paroi cellulaire (Qian et al., 2011). 

Outre son importance biotechnologique, l'activité protéolytique permet également la libération 

de composés bioactifs capables d'exercer des effets antioxydants et antimutagènes ( Sah et al., 

2014; Elfahri et al., 2016; Mechmeche et al., 2017). 

Toutes les souches de L. plantarum ne présentent pas d'activité amylolytique, ce qui 

peut expliquer l'absence de formation de zones claires autour des colonies. La zone de clairance 

(Figure 15.b) a montré que les souches de L. plantarum produisent de la lipase extracellulaire. 

La formation d'une zone claire autour des colonies sur de l'agar MRS enrichi en CMC démontre 

que les BL sont cellulolytiques (Figure 15.c).  
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Figure 15. Activités enzymatiques des souches de Lactoplantibacillus sp. a: activité 

protéolytique ; b : activité lipolytique ; c : activité cellulolytique." 

II. Encapsulation  

II.1. Effet de l’encapsulation sur la viabilité et caractérisation des billes d'alginate par 

microscopie électronique à balayage 

Les billes d'alginate pour la formulation choisie (1,5 % p/v d'alginate et 1,5 % p/v de CaCl2) 

avaient une forme régulière et sphérique (Figure 16), et mesuraient entre 1,8 et 2 mm. 

 

Figure 16. Microcapsules lyophilisées, montrant la granularité de l'échantillon (à gauche) et 

l'uniformité à grande échelle du produit (à droite). Les microcapsules ont été séchées à l'aide 

d'un lyophilisateur (CHRIST ALPHA 1-2 LD plus lyophilisateur (Allemagne)). 

Les caractéristiques des billes sont similaires à celles observées par Lotfipour et al. (2012) 

et Lopes et al. (2017), qui ont noté des diamètres de billes d'alginate contenant des lactobacilles 

variant de 1,59 à 1,67 mm et 1,53 to 1,90 mm respectivement. 
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Les résultats concernant l’effet de l’encapsulation sur la viabilité ont montré qu'il n'y avait 

pas de perte considérable de viabilité pour toutes les ouches encapsulées de Lactiplantibacillus 

sp., et plus de 99,9 % des cellules ont été correctement piégées (Tableau V). Les résultats 

d'efficacité d'encapsulation sont comparables à ceux rapportés par Lotfipour et al. (2012), qui 

ont obtenu des valeurs supérieures à 98 %. 

Tableau V. Effet de l’encapsulation sur la viabilité des souches de Lactiplantibacillus sp.  

 AML3F AML1 AML2 AML3 AML5 

Effet de 

l’encapsulation sur la 

viabilité% 

99.98±0.0016 99.98±0.0036 99.98±0.0087 99.99±0.008 99.99±0.001 

 

Selon Chandramouli et al. (2004), les concentrations d'alginate inférieures à 1 % (p/v) sont 

difficiles à encapsuler en raison de la viscosité réduite de la solution d'alginate et du nombre 

limité de sites ioniques pour la réticulation. De plus, les concentrations supérieures à 2 % (p/v) 

sont trop visqueuses, ce qui complique le processus d'encapsulation. Par ailleurs, la plupart des 

études précédentes indiquent que l'alginate de sodium est généralement utilisé à des 

concentrations variant de 0,75 % à 2 % (p/v) (Lotfipour et al., 2012). 

Les images de microscopie électronique à balayage des capsules préparées après 

lyophilisation montrent que la plupart des capsules étaient principalement sphériques, bien que 

certaines aient irrégulières (Figure 17). Elles présentaient une surface rugueuse, non homogène, 

et étaient constituées de particules polyédriques. Ces caractéristiques sont compatibles avec le 

rétrécissement qui se produit pendant le processus de séchage (Sriamornsak et al., 2007). 
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Figure 17. Micrographies électroniques à balayage des billes d’alginate lyophilisées contenant 

des L.plantarum. Grossissement X100, X200 et X600, respectivement. 

II.2. Effet de l'encapsulation sur la survie bactérienne dans des conditions simulées du 

tractus gastro-intestinal 

Deux heures après l'exposition aux sucs gastriques et intestinaux simulés, les taux de 

survie des cellules bactériennes libres et encapsulées ont été examinés, comme illustré à la 

Figure 18. Après 2 heures d'incubation dans les sucs simulés, il a été observé que les cellules 

encapsulées présentaient des taux de survie significativement plus élevés par rapport aux 

cellules libres (p < 0,01). Le processus d'encapsulation s'est révélé efficace pour protéger les 

bactéries des conditions acides du suc gastrique simulé et des effets nocifs de la bile. Les 

cellules encapsulées ont conservé 69–87 % de leur viabilité après 120 minutes d'exposition au 

suc gastrique, tandis que les cellules libres n'ont conservé que 34–47 % de leur viabilité. Après 

120 minutes dans le suc intestinal, les cellules encapsulées ont maintenu 72–100 % de leur 
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viabilité, alors que les cellules libres n'ont maintenu que 27–51 %. Les cellules encapsulées ont 

démontré une viabilité significativement plus grande par rapport aux cellules libres lorsqu'elles 

ont été exposées aux fluides gastriques et intestinaux simulés. 

 

 

Figure 18. Effet des sucs gastriques (A) et intestinaux (B) sur la viabilité des souches de 

Lactiplantibacillus sp. libres et encapsulées, exprimé en % ± écart-type (SD) de trois 

expériences séparées. 

Il est bien connu que la tolérance aux acides dans le tractus gastro-intestinal (TGI) est 

une caractéristique essentielle pour une souche probiotique lorsqu'elle est administrée par voie 

orale. En effet, pour son application dans l'alimentation des poulets de chair, le probiotique doit 

survivre au proventricule, au gésier et à l'intestin supérieur avant d'atteindre l'extrémité distale 

du système gastro-intestinal, où il pourra exercer ses effets probiotiques. Le pH dans le TGI des 

volailles peut varier de 2,5 à 4,5, et le temps de digestion peut aller de 30 minutes à 3 heures 

(Ben Salah et al., 2012). Bien que la tolérance aux acides dépende de la souche, la viabilité des 

probiotiques est considérablement affectée par l'environnement acide du suc gastrique (Hashim 

et al., 2021). De plus, le stress thermique et le choc osmotique peuvent endommager l'intégrité 

des probiotiques pendant le stockage à long terme et le processus de séchage, entraînant la 
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déshydratation et l’altération des fonctions cellulaires, en particulier lors de processus de 

fabrication tels que le séchage et la pasteurisation (Burns et al., 2008). 

Pour garantir la survie des probiotiques tout au long du processus de fabrication, du 

stockage et de la digestion, l'encapsulation semble être une solution prometteuse. Comme le 

rapportent Ozyurt et O¨tles (2014), les probiotiques nécessitent une encapsulation car ils sont 

sensibles et peuvent être détruits par des facteurs tels que l'exposition à l'air, l'humidité, la 

température, le pH de l'estomac et les solutions de sels biliaires. L'encapsulation dans des billes 

d'alginate de calcium a souvent été utilisé pour immobiliser les BL (Lee et Heo, 2000;  

Garbayo et al., 2004).  

Après une exposition au suc gastrique simulé, les comptages bactériens viables des 

cellules libres étaient beaucoup plus faibles que ceux des cellules encapsulées. Selon 

Mitropoulou et al. (2013), cela s'explique par le fait que l'encapsulation offre une protection 

contre le faible pH de l'estomac. Notre étude confirme l'hypothèse selon laquelle les billes 

d'alginate peuvent protéger les bactéries des environnements acides (Sultana et al., 2000; 

Khosravi Zanjani et al., 2014). Cependant, il a été rapporté que l'encapsulation des bactéries 

dans des billes d'alginate pourrait ne pas fournir une protection suffisante contre une acidité 

extrême (Papadimitriou et al., 2016). Le duodénum, l'organe digestif suivant l'estomac, pose 

un défi supplémentaire en raison de la présence de sels biliaires (Abedin-Do et al., 2015). Il est 

à noter que toutes les cinq souches étudiées ont montré des taux de viabilité 48 % à 70 % à des 

concentrations de bile de 0,5 %,après 2 heures d'exposition. Les sels biliaires peuvent être nocifs 

pour les membranes cellulaires probiotiques (Lai et al., 2020). Après 2 heures d'incubation 

dans le suc intestinal simulé, les BL libres se sont révélés moins viables que les encapsulés. 

L'augmentation de la survie des bactéries encapsulées a révélé l'effet bénéfique de 

l'encapsulation en alginate sur les sels biliaires. Les résultats sont cohérents avec ceux de 
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Trabelsi et al. (2013), qui ont trouvé que l'encapsulation de L. plantarum TN8 avec de l'alginate 

de calcium et de la chitosane augmentait considérablement leur survie en conditions de sels 

biliaires par rapport aux bactéries libres. 

II.3. Inhibition de Fusarium graminearum par les souches de Lactiplantibacillus libres et 

encapsulées 

Les BL libres et encapsulés ont été testés pour leur capacité à inhiber la croissance de 

F. graminearum. Toutes les souches bactériennes ont montré une activité antifongique contre 

F. graminearum. L'action inhibitrice la plus marquée contre F. graminearum a été observée 

avec ALM2 (Figure 19). AML1 encapsulé était plus efficace pour inhiber la croissance 

fongique que les cellules libres, avec une différence statistiquement significative (p<0,01). 

AML3F, AML2 et AML5 ne présentaient pas de différences significatives entre elles, qu'elles 

soient libres ou encapsulées. 

 

Figure 19. Inhibition de la croissance de F. graminearum par des probiotiques. ns : différence 

non significative, * p < 0,05 significatif par rapport aux bactéries non encapsulées (ANOVA à 

deux voies suivie de comparaisons multiples). 

 L'alimentation infectée par des champignons ou des mycotoxines est indésirable car elle 

diminue la qualité de l'aliment, ses caractéristiques organoleptiques et ses valeurs 

nutritionnelles (Deepthi et al., 2016). L'intérêt croissant pour les BL peut être attribué à la 

nécessité croissante de souches probiotiques efficaces dans les industries alimentaires et de 
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l'alimentation animale, ainsi que dans les produits de santé et la lutte contre les maladies 

humaines et animales. Cette etude s'est concentrée sur la question de savoir si certaines des 

souches identifiées possédaient une efficacité antifongique contre Fusarium graminearum. Les 

métabolites spécifiques des souches pourraient être responsables de cette suppression. Les BL 

produisent des acides organiques faibles, tels que l'acide lactique, l'acide acétique et l'acide 

propionique, en tant que sous-produits de la fermentation. Dans la plupart des cas, l'absence 

d'un environnement alcalin rend la putréfaction fongique impossible (Paul Ross et al., 2002). 

Comparée à AML3 non encapsulé, la capacité antifongique d'AML3 encapsulé était légèrement 

supérieure. La différence était statistiquement significative. L'encapsulation de L plantarum 

peut protéger les bactéries des conditions environnementales sévères, améliorer leur survie 

pendant le stockage et renforcer leur potentiel antifongique. L'activité antifongique de L. 

plantarum encapsulé contre F. graminearum n'a pas été documentée dans des études 

antérieures. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 
 

 

 



 

72 

 

Conclusion  

Ce travail de recherche s'est concentré sur une démarche visant à caractériser et 

encapsuler des souches lactiques pour l’utilisation comme additifs alimentaires pour les poulets 

de chair. Cette démarche a impliqué plusieurs étapes, notamment le criblage des bactéries 

lactiques isolées à partir de fientes de poulets, selon leur activité antibactérienne, leur 

identification moléculaire, et l'évaluation de leurs propriétés probiotiques et leur innocuité. 

Dans la présente étude, 5 isolats de bactéries lactiques ont été obtenus, collectés dans 2 

communes de la wilaya de Bejaïa et testées pour leur potentiel probiotique. Les isolats lactiques 

ont été identifiés grâce à l'analyse de l'ARN 16S comme étant Lactiplantibacillus plantarum. 

Malgré leur statut GRAS, ces cinq souches de Lactiplantibacillus ont fait l’objet d’une étude 

de leurs caractères sécuritaires (absence d’activité hémolytique et d’effet cytotoxique sur les 

cellules NIT-1 et EMT6 et la résistance aux antibiotiques). Aucun isolat n’a présenté d’activité 

hémolytique, ce qui témoigne de leur innocuité. Toutes les souches étaient inoffensives et ne 

présente aucun effet cytotoxique sur les cellules NIT-1 et EMT6. La colonisation du colon par 

les éventuels candidats probiotiques est un critère important. De ce fait, l’auto-agrégation et 

l’hydrophobicité de la paroi des Lactiplantibacillus sélectionnés, la capacité d’adhésion au 

polystyrène ont été évalués. Toutes les souches de L. plantarum sont hydrophiles et présente 

des taux d'auto-agrégation qui varient de 9,00±1,24 % à 38,58±0,96 %. Ainsi, ces souches ont 

montré une forte production de biofilm sur polystyrène, indiquant des capacités d'adhésion 

potentielles dans le tractus gastro-intestinal. Toutes les quatre souches de L. plantarum sont 

hydrophiles. Envisager leur application probiotique suppose qu’elles possèdent des effets 

bénéfiques sur la santé. De ce fait, leurs effets antioxydant a été exploré. L’effet antioxydant 

des souches probiotiques joue un rôle majeur dans la diminution du stress oxydatif par le 

rétablissement de l’équilibre oxydants/antioxydants dans l’hôte et lors de leur incorporation 
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dans un aliment fonctionnel, les Lactiplantibacillus sp. AML3F, AML1, AML2, AML3 et 

AML5 étudiées ont montré une activité antioxydante très importante qui ont été estimées à 

71,90 %, 6,10 %, 9,10 %, 17,90 % et 23,61 %, respectivement contre le DPPH et varient entre 

48,73 ± 2,626 % et 85,38 ± 0,21 % contre l’ABTS. Il a été constaté que L. plantarum présente 

des effets inhibiteurs significatifs sur la croissance et le développement de Fusarium, un 

champignon pathogène qui provoque des effets néfastes sur diverses cultures et impacte la 

production alimentaire. En outre, L'encapsulation de ces souches dans des billes d'alginate a 

amélioré leur survie par rapport aux cellules libres, dans les sucs gastriques (69–87 % contre 

34–47 %) et intestinaux (72–100 % contre 27–51 %), après 120 minutes d'exposition , ce qui 

en fait une méthode précieuse pour la fabrication d'additifs pour l'alimentation des volailles. 

Perspectives  

Malgré l'obtention d'une quantité considérable de résultats à la fin de cette étude et la mise en 

place d'une collection de souches d'intérêt, il est essentiel de mener d'autres travaux afin de 

répondre à certaines questions qui restent encore sans réponse et d'appliquer réellement les 

souches obtenues. Ainsi, il serait avisé, entre autres, de : 

• Examiner d'autres aspects de l'activité antioxydante des souches en utilisant un modèle 

cellulaire in vitro. 

• Réaliser une étude in vivo sur des poulets de chair pour vérifier certaines propriétés 

probiotiques, telles que l’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire. 

• Améliorer les techniques d'encapsulation et évaluer leur efficacité dans différentes 

formulations d'aliments pour maximiser la survie des souches dans le tractus digestif 

des poulets. 
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• Investiguer les mécanismes moléculaires par lesquels ces souches exercent leurs effets 

probiotiques, antioxydants et antifongiques pour mieux comprendre leur mode d'action 

et optimiser leur utilisation. 

• Tester l'intégration des souches sélectionnées dans des régimes alimentaires pour 

volailles et évaluer leur impact sur la productivité et la qualité des produits avicoles.
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Tableau I. les différentes étapes et fonctions du processus digestif des poulets (Clavijo et 

Flórez, 2018).  
 

Organe/Structure Fonction 

Bec Recueille la nourriture. 

Langue Bifurquée, utilisée pour boire et humidifier les aliments ingérés 

Œsophage Transporte les aliments et l'eau vers le jabot. Contient des glandes 

muqueuses pour lubrifier le passage des aliments. 

Jabot Stocke temporairement les aliments. Permet la pré-digestion avec 

les enzymes (comme la ptyaline). 

Proventricule 

(estomac glandulaire) 

Début de la digestion chimique avec des sucs gastriques, de 

l’acide chlorhydrique et des enzymes digestives. Forme le bol 

alimentaire. 

Gésier Organe masticatoire. Broie les grains en petites particules et les 

mélange avec les sucs digestifs du proventricule. 

Intestin grêle Achève la digestion des protéines et absorbe les nutriments. 

Contient trois sections : duodénum, jéjunum, iléon. 

Pancréas Sécrète des sucs contenant des amylases, trypsine, lipases et 

carboxypeptidases pour aider à la digestion. 

Foie 
Produit de la bile, qui est stockée dans la vésicule biliaire et 

sécrétée dans le duodénum pour décomposer les graisses. 

Caeca Où les aliments non digérés sont fermentés. Se vident toutes les 

24 heures. 

Gros intestin Absorbe l'eau et les aliments non digérés (comme les 

polysaccharides non amylacés). Passe les matériaux non digérés 

vers le cloaque. 

Cloaque 

 

Ouverture externe par laquelle les déchets sont éliminés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Inhibition de la croissance de F. graminearum par des probiotiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Lactiplantibacillus plantarum encapsulé dans des billes d’alginate, montrant la 

forme des capsules.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Composition des milieux de culture (Ingrédients par litre d'eau distillée) 

MRS (Man-Rogosa-Sharp) 

Peptone : 10g ; Acétate de sodium : 5g ; Extrait de viande : 10g ; Sulfate de magnésium : 

0,1g ; Extrait de levure : 5g ; Sulfate de manganèse : 0,05g ; Glucose : 20g ; Phosphate 

disodique : 2g ; Tween 80 : 1g ; Agar : 15g ; Citrate d’ammonium : 2g. pH final à 25°C : 6.5 

 0,2. 

Mueller-Hinton 

Hydrolysat acide de caséine : 17,5 g ; Extrait de viande : 2,0 g ; Amidon soluble :1,5 g ; 

Agar : 17 g. pH du milieu à 25 °C : 7,3 ± 0,2. 

Gélose nutritive 

Peptone : 5g ; Extrait de viande de bœuf : 3g ; Chlorure de sodium : 5g ; Agar : 15g. pH 

final à 25°C : 7,3.  

PDA agar 

Pommes de terre : infusion à partir de 200g ; Dextrose (Glucose) : 20g ;  Agar :15g. pH 

final (à 25°C). 
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Résumé  

Les souches de Lactiplantibacillus, appartenant aux bactéries lactiques, représentent un 

groupe de probiotiques largement étudié et prometteur, offrant divers avantages potentiels pour 

la santé. Dans cette étude, cinq souches isolées de poulet de chair ont été sélectionnées en raison 

de leur activité antibactérienne contre les bactéries pathogènes. Ces souches ont été identifiées 

comme appartenant aux espèces de Lactiplantibacillus grâce au séquençage de l’ARN 16S. 

Après avoir vérifié leur innocuité (absence de cytotoxicité et d’hémolyse), nous avons mis en 

évidence leurs propriétés probiotiques, telles que l'auto-agrégation, l'adhésion au polystyrène, 

ainsi que leurs activités antioxydante et antibactérienne. Ces souches ont montré des taux 

variables d’adhésion aux plaque de polysterene. Ainsi, une bonne tolérance au phénol a été 

observée. L'encapsulation de ces souches dans des billes d'alginate a amélioré leur survie par 

rapport aux cellules libres, dans les jus gastriques (69–87 % contre 34–47 %) et intestinaux 

(72–100 % contre 27–51 %), après une exposition de 120 minutes. De plus, tous les isolats de 

L.plantarum ont une activité antifongique vis-à-vis le Fusarium graminearum. Ces résultats 

indiquent que les souches encapsulées de Lactiplantibacillus pourraient être envisagées comme 

additifs alimentaires pour les poulets de chair. Toutefois, des recherches supplémentaires sont 

nécessaires pour évaluer leur potentiel probiotique in vivo. 

Mots clés : Poulets de chair, Probiotiques, Lactiplantibacillus plantarum, Encapsulation, 

Alginate. 

 

 

 



 

 

 

Abstract 

Lactiplantibacillus strains, belonging to the lactic acid bacteria, represent a widely studied and 

promising group of probiotics, offering various potential health benefits. In this study, five 

strains isolated from broiler’s feces were evaluated their probiotic properties due to their 

antibacterial activity against pathogenic bacteria. These strains were identified as 

Lactiplantibacillus species using 16S RNA sequencing. After verifying their safety (absence of 

cytotoxicity and hemolysis), we highlighted their probiotic properties, such as auto-

aggregation, adhesion to polystyrene, as well as their antioxidant and antibacterial activities. 

These strains showed variable rates of adhesion to polystyrene plates. Thus, a good tolerance 

to phenol was observed. Encapsulation of these strains in alginate beads improved their survival 

compared to free cells in gastric (69–87% vs. 34–47%) and intestinal (72–100% vs. 27–51%) 

juices after 120 min exposure. In addition, all Lb. plantarum isolates had antifungal activity 

against Fusarium graminearum. These results indicate that encapsulated Lactiplantibacillus 

strains could be considered as feed additives for broilers. However, further research is needed 

to evaluate their probiotic potential in vivo. 

Keywords: Broiler, Probiotics, Lactiplantibacillus plantarum, Encapsulation, Alginate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 ملخص

، التي تنتمي إلى البكتيريا اللبنية، تمثل مجموعة من البروبيوتيك التي تم دراستها على نطاق Lactiplantibacillusسلالات 

معزولة من عينات  تم اختيار خمس سلالاتواسع وتعُد واعدة، حيث تقدم فوائد صحية محتملة متنوعة. في هذه الدراسة، 

. تم تحديد اد للبكتيريا ضد البكتيريا المسببة للأمراضلإجراء تحليلات أكثر تفصيلاً بسبب نشاطها المض  براز دجاج اللحم 

بعد التحقق  .S16بفضل تسلسل الحمض النووي الريبي  Lactiplantibacillusهذه السلالات على أنها تنتمي إلى أنواع 

يوتية، مثل (، قمنا بتسليط الضوء على خصائصها البروبانحلال كريات الدم الحمراءمن سلامتها )عدم وجود سمية خلوية أو 

التكتل الذاتي، والالتصاق بالبوليستيرين، فضلاً عن نشاطها المضاد للأكسدة والمضاد للبكتيريا. أظهرت هذه السلالات 

أدى تغليف هذه السلالات في حبات الجينات لوحظ تحمل جيد للفينول.  كما، بألواح البوليسترين معدلات متباينة من الالتصاق 

-72%( والعصارات المعوية )47-34% مقابل 87-69، في العصارات المعدية )ة بالخلايا الحرةإلى تحسين بقائها مقارن

 Lb.plantarum  سلالات دقيقة. بالإضافة إلى ذلك، أظهرت جميع 120%(، بعد تعرضها لمدة 51-27% مقابل 100

 السلالات المغلفة منتشير هذه النتائج إلى أن .   Fusarium graminearum نشاطاً مضاداً للفطريات تجاه

Lactiplantibacillus ومع ذلك، هناك حاجة لمزيد من الأبحاث لتقييم إمكانياتها تسمينقد تعُتبر إضافات غذائية لدجاج ال .

 .البروبيوتية 

 .Alginate، ليف، التغLactiplantibacillus plantarum، البروبيوتيك، تسميندجاج ال الكلمات المفتاحية:

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Résumé  

Les souches de Lactiplantibacillus, appartenant aux bactéries lactiques, représentent un groupe de 

probiotiques largement étudié et prometteur, offrant divers avantages potentiels pour la santé. Dans cette étude, 

cinq souches isolées des feces de poulet de chair ont été sélectionnées en raison de leur activité antibactérienne 

contre les bactéries pathogènes. Ces souches ont été identifiées comme appartenant aux espèces de 

Lactiplantibacillus grâce au séquençage de l’ARN 16S. Après avoir vérifié leur innocuité (absence de cytotoxicité 

et d’hémolyse), nous avons mis en évidence leurs propriétés probiotiques, telles que l'auto-agrégation, l'adhésion 

au polystyrène, ainsi que leurs activités antioxydante et antibactérienne. Ces souches ont montré des taux variables 

d’adhésion aux plaque de polysterene. Ainsi, une bonne tolérance au phénol a été observée. L'encapsulation de ces 

souches dans des billes d'alginate a amélioré leur survie par rapport aux cellules libres, dans les jus gastriques (69–

87 % contre 34–47 %) et intestinaux (72–100 % contre 27–51 %), après une exposition de 120 minutes. De plus, 

tous les isolats de Lb.plantarum ont une activité antifongique vis-à-vis le Fusarium graminearum. Ces résultats 

indiquent que les souches encapsulées de Lactiplantibacillus pourraient être envisagées comme additifs 

alimentaires pour les poulets de chair. Toutefois, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer 

leur potentiel probiotique in vivo. 

Mots clés : Poulets de chair, Probiotiques, Lactiplantibacillus plantarum, Encapsulation, Alginate. 

Abstract 

Lactiplantibacillus strains, belonging to the lactic acid bacteria, represent a widely studied and promising 

group of probiotics, offering various potential health benefits. In this study, five strains isolated from poultry feces 

were selected due to their antibacterial activity against pathogenic bacteria. These strains were identified as 

Lactiplantibacillus species using 16S RNA sequencing. After verifying their safety (absence of cytotoxicity and 

hemolysis), we highlighted their probiotic properties, such as auto-aggregation, adhesion to polystyrene, as well 

as their antioxidant and antibacterial activities. These strains showed variable rates of adhesion to polystyrene 

plates. Thus, a good tolerance to phenol was observed. Encapsulation of these strains in alginate beads improved 

their survival compared to free cells in gastric (69–87% vs. 34–47%) and intestinal (72–100% vs. 27–51%) juices 

after 120 min exposure. In addition, all Lb. plantarum isolates had antifungal activity against Fusarium 

graminearum. These results indicate that encapsulated Lactiplantibacillus strains could be considered as feed 

additives for broilers. However, further research is needed to evaluate their probiotic potential in vivo. 

Keywords: Broiler, Probiotics, Lactiplantibacillus plantarum, Encapsulation, Alginate. 

 ملخص

، التي تنتمي إلى البكتيريا اللبنية، تمثل مجموعة من البروبيوتيك التي تم دراستها على نطاق واسع وتعُد Lactiplantibacillusسلالات 

لإجراء تحليلات أكثر   معزولة من عينات براز دجاج اللحم  واعدة، حيث تقدم فوائد صحية محتملة متنوعة. في هذه الدراسة. تم اختيار خمس سلالات

اد للبكتيريا ضد البكتيريا المسببة للأمراض. تم تحديد هذه السلالات على أنها تنتمي إلى أنواع اللاكتوبلانتيباسيلوس بفضل تفصيلاً بسبب نشاطها المض

(، قمنا بتسليط الضوء على انحلال كريات الدم الحمراءبعد التحقق من سلامتها )عدم وجود سمية خلوية أو  .S16تسلسل الحمض النووي الريبي 

السلالات خصائصها البروبيوتية، مثل التكتل الذاتي، والالتصاق بالبوليستيرين، فضلاً عن نشاطها المضاد للأكسدة والمضاد للبكتيريا. أظهرت هذه 

في حبات الجينات إلى تحسين بقائها مقارنة لوحظ تحمل جيد للفينول. أدى تغليف هذه السلالات  كما البوليسترين،معدلات متباينة من الالتصاق بألواح 

 120%(، بعد تعرضها لمدة 51-27% مقابل 100-72%( والعصارات المعوية )47-34% مقابل 87-69بالخلايا الحرة، في العصارات المعدية )

ً  Lb.plantarumتسلالا دقيقة. بالإضافة إلى ذلك، أظهرت جميع تشير هذه النتائج  .Fusarium graminearum مضاداً للفطريات تجاه نشاطا

. ومع ذلك، هناك حاجة لمزيد من الأبحاث لتقييم تسمينقد تعُتبر إضافات غذائية لدجاج ال Lactiplantibacillus إلى أن السلالات المغلفة من

 البروبيوتية.إمكانياتها 

 .Alginate، ليفالتغ، Lactiplantibacillus plantarum، البروبيوتيك، تسميندجاج ال الكلمات المفتاحية:


