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Croissance et survie des probiotiques en présence des édulcorants et des additifs alimentaires

RESUME

Dans cette étude, trente-sept souches de bactéries lactiques ont été isolées a partir des
échantillons de pollen frais collectés dans quatre régions en Algerie. Les tests d’identification
physiologiques et biochimiques ont permis de caractériser les espéces; Enterococcus faecalis,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, L. paraplantarum,
L.farciminis. Les propriétés technologiques des souches lactiques ont été évaluées, une seule souche
Lactobacillus plantarum LB9 a présenté un pouvoir acidifiant fort. Toutes les souches ont été
protéolytiques, aucune n’était amylolytique et seulement cinq souches Pediococcus pentosaceus
LB32, Enterococcus faecalis LB16, Enterococcus faecalis LB40, Enterococcus faecalis LB21 et
Lactobacillus casei LB38 ont été lipolytiques. L’activité antifongique des isolats envers Aspergillus
flavus et Aspergillus niger a montré que 35,13% ont été actifs contre les deux champignons. Les
especes du genre Lactobacillus ont été testées pour leur antagonisme vis-a-vis des bactéries
pathogeénes et d’altération, la totalité ont été efficaces, un diamétre maximale (48mm) a été observé
contre Salmonella typhimurium. Afin d’évaluer le potentiel probiotique in vitro, dix souches
appartenant a I’espéce Lactobacillus plantarum ont été sélectionnées, elles ont été toutes capables de
maintenir leur viabilité aprés exposition 3h a pH 3 et 4h en présence de 0,3% de sels biliaires, tandis
que, a pH 2 et aprés 3h, seulement cing pourraient survivre avec des pertes de viabilité. La plupart
des souches ont montré une hydrophobicité et une capacité d'autoaggregation élevées. Une résistance a
la ciprofloxacine, tobramycine, l'acide nalidixique et a la colistine a été enregistrée chez toutes les
souches, 50% étaient sensibles au chloramphénicol, nitroxoline,  pénicilline G, céfoxitine,
pristinomycine, et au céfexim, et 80% a la streptomycine. Aucun signe d’hémolyse n'a été observé.
Les souches probiotiques Lactobacillus plantarum LB15, L. plantarum LB27, L. plantarum LBS, L.
plantarum LB12 et L. plantarum LB11 ont été choisies pour évaluer 1’effet des additifs utilisés en
industrie alimentaire sur leur croissance et survie. En effet, les résultats obtenus ont montrés que les
édulcorants (Aspartame, Acésulfame), les additifs (saccharose et NaCl), les ardmes (fraise, péche et
vanille) n’ont aucune influence sur la croissance et la viabilité, ’auotoagrégation, la protéolyse et
I’acidification des souches probiotiques. Tandis que, I’hydrophobicité et I’activité antibactérienne ont

été significativement influencés.

Mots clés : Lactobacillus plantarum, probiotique, pollen, additifs alimentaire, bactérie

lactique, activité antibactérienne.



Growth and survival of probiotics in the presence of sweeteners and food additives

Abstract

In this study, thirty-seven strains of lactic acid bacteria were isolated from samples of fresh
pollen collected from four regions in Algeria. The physiological and biochemical identification tests
were used to characterize the following species; Enterococcus faecalis, Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus farciminis.
The technological properties of the LAB strains were evaluated, one strain Lactobacillus plantarum
LB9 showed a strong acidifying power. Whereas, all strains were proteolytic, none were amylolytic
and only five strains Pediococcus pentosaceus LB32, Enterococcus faecalis LB16, Enterococcus
faecalis LB40, Enterococcus faecalis LB21 and Lactobacillus casei LB38 were lipolytic. The
antifungal activity of LAB isolates against Aspergillus flavus and Aspergillus niger showed that
35.13% were active against both fungi. Species of the genus Lactobacillus were tested for their
antagonism effect against pathogenic and spoilage bacteria, the results obtained showed that all of
them were effective. A higher diameter of inhibition (48 mm) was observed against Salmonella
typhimurium. Ten strains belonging to the species Lactobacillus plantarum were selected to evaluate
their probiotic potential in vitro; all strains were able to maintain their viability after 3h exposure to
pH 3 and 4h in the presence 0.3% of bile salts. While, only five could survive with losses in cell
viability after 3h exposure to pH 2. Most strains showed a high hydrophobicity and autoaggregation
ability. All strains were resistant to ciprofloxacin, tobramycin, nalidixic acid and colistin, while 50%
were susceptible to chloramphenicol, Nitroxolin, penicillin G, Cefoxitin, pristinomycin, cefexim and
80% susceptible to streptomycin. No haemolysis was observed on blood agar. Probiotic strains
Lactobacillus plantarum LB15, Lactobacillus plantarum LB27, Lactobacillus plantarum LBS,
Lactobacillus plantarum LB12 and Lactobacillus plantarum LB11 were selected to evaluate the effect
of food additives used in the food industry on their growth and survival. Indeed, the results obtained
have shown that sweeteners (aspartame, acesulfame), additives (Sucrose, NaCl), flavorings
(Strawberry, peach and vanilla) have no influence on growth and viability, auotoaggregation,
proteolysis and acidification of probiotic Lactobacillus plantarum strains. While, hydrophobicity and

antibacterial activity were significantly influenced.

Keywords: Lactobacillus plantarum, probiotic, bee pollen, food additives, lactic acid bacteria,

antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

La découverte de la relation symbiotique entre I’homme et les bactéries a conduit a
une nouvelle facon de voir les bactéries comme potentiellement bénéfiques, plutdt que
pathogenes. Au milieu du X1Xéme siecle, un intérét pour les microorganismes a eu lieu avec
la découverte des « bactéries d’acides lactiques ». En 1857, Louis Pasteur a montré que le
processus de fermentation est provoqué par des microorganismes, peu aprés l’isolement
réussi d’une bactérie lactique est survenu. En 1887, Joseph Lister a isolé la souche Bacterium

lactis a partir du lait fermenté (Smolyansky, 2010).

La naissance des probiotiques a été souvent liée aux travaux du scientifique et prix
Nobel Elie Metchnikoff. Environs les années 1900, Metchnikoff a émis 1’hypothése du
concept des probiotiques, lorsqu’il a remarqué la longévité et la bonne santé des paysans
bulgares résultants de leurs consommation des produits laitiers fermentés. Plus tard, il a
constaté que le yaourt contient des microorganismes nécessaires pour protéger ’intestin

contre les effets néfastes d’autres bactéries nocives (Tripathi et Giri, 2014).

Le role principal de I’alimentation est de fournir les éléments nutritifs pour répondre
aux besoins physiologiques de I’hote. L’évolution des recherches sur le régime alimentaire et
la santé, ont fait que la notion des « aliments fonctionnelles » est devenue populaire,
notamment que, les consommateurs modernes sont de plus en plus intéresses par leur santé.
Les aliments fonctionnels sont définis comme « des aliments qui contiennent certain(s)

composant(s) favorisant la santé » au —dela des éléments nutritifs traditionnels (Shah, 2007).

Littéralement le mot probiotique signifie «pour la vie», 1’organisation mondiale de la
santé (OMS) a défini les probiotiques comme des « micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils
sont administrés en quantités adéquates conférent un avantage pour la santé de I'n6te". Les
aliments contenant des probiotiques sont classés comme aliments fonctionnels, Fuller (1992)
a défini les aliments probiotiques « des Aliments contenant des micro-organismes vivants
présumees améliorer activement la santé en améliorant I'équilibre de la microflore dans le
tube digestif ». En raison de la sensibilisation accrue des consommateurs, la demande sur les
aliments fonctionnels probiotiques s’est rapidement développé. Le marché mondial des
aliments et des boissons fonctionnels a augmenté de 33 milliards $ en 2000 a 176,7 milliards
$ en 2013 qui représente 5% de I'ensemble du marché alimentaire, 1l est estimé que les
aliments probiotiques comprennent entre 60% et 70% du marché total des aliments
fonctionnels (Tripathi et Giri, 2014).



Introduction

La majorité des microorganismes probiotiques appartiennent principalement aux
genres Bifidobacterium et Lactobacillus (Prasad et al., 1998; Rubio et al., 2014), ce dernier
présente le genre le plus grand des bactéries lactiques comprenant les batonnets Gram positif,
catalase négative et microaérophiles. Les lactobacillus sont couramment trouvés dans des
environnements diversifiés tels que les produits laitiers, les surfaces muqueuses humaines,

ainsi que dans les plantes et le sol (Lahtinen et al., 2012).

Les bactéries lactiques probiotiques ont attiré une grande attention pour les propriétés
promotrices pour la santé de certaines especes. Plusieurs caractéristiques sont essentielles lors
de la sélection des souches probiotiques potentielles; le micro-organisme doit étre non
pathogéne, pourrait survivre dans le tractus gastro-intestinale; tolérer le pH faible dans
I'estomac et les concentrations physiologiques de la bile, devraient présenter une bonne
hydrophobie de surface pour la colonisation et doit présenter une activité antagoniste contre

les agents pathogenes intestinaux (Mishra et Prasad, 2005).

Au cours des dernieres decennies, les bactéries lactiques probiotiques ont été tres
intensivement étudiées. La plupart des bactéries lactiques isolées a partir des plantes et des
produits végétaux ont constitué une source de nouvelles bactéries fonctionnelles importantes
qui peuvent jouer un rdle dans le tractus gastro-intestinale des humains et des animaux ou

dans I’industrie alimentaire (Leroy et De Vuyst, 2004).
L’objectif visé dans se présent travail est :

- L’isolement et I’identification phénotypiques des bactéries lactiques isolées a partir

des grains de pollen frais.
- L’étude des propriétés technologiques des isolats lactiques.
- L’¢étude du potentiel probiotique des souches de Lactobacillus.

- L’évaluation de [I’influence des additifs alimentaires utilisés en industries
alimentaires sur la croissance et la viabilité des souches probiotiques et sur certaines

propriétés fonctionnelles.

Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée de la
faculté des sciences de la nature et de la vie, Universit¢é Sétif 1.
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Synthése bibliographique

1. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (LAB) constituent un groupe de bactéries a Gram positif, non
sporulée, catalase négative, dépourvues de cytochromes, tolérants a l'acide, sont des
anaérobies mais aerotolérants, en forme de batonnets ou de coques, au cours de la
fermentation des glucides ces bactéries produisent de l'acide lactigue comme produit final
principal. Les genres Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus forment la
base du groupe des bactéries lactiques, d’ un point de vue de technologie alimentaire , les
genres  Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et

Weissella sont considérés comme les principaux bactéries lactiques (Axelson, 2004).

Les bactéries lactiques sont dépourvues de systéeme de respiration fonctionnelle, leur
énergie est obtenue par la phosphorylation au niveau du substrat (Axelson, 2004). Le mode de
fermentation du glucose présente une caractéristique importante pour la différentiation des

genres, il permet de les classer en deux grands groupes :

Les bactéries lactiques homofermentaires : les espéces des genres Lactococcus,
Streptococcus , Pediococcus , Enterococcus , et certaines de Lactobacillus dans les
conditions standard de croissance ,fermentent les sucres par la voie de Embden-Meyerhof-
Parnas en pyruvate, ce dernier est converti en acide lactique par la lactate déshydrogénase
(LDH). Dans certaines conditions de croissance (limitation de carbone, exces du carbone des
sucres lentement métabolis€), le métabolisme homolactique peut se transformer en
métabolisme mixte caractérisé par la production d’acétate, formiate, éthanol, et /ou du CO,

en plus de I’acide lactique (Kowalczyk et al., 2015).

Les bactéries lactiques hétérofermentaires : les Leuconostoc, Oenococcus, et certaines
especes de Lactobacillus fermentent les sucres généralement par la voie de phosphocétolase.
Les pentoses sont fermentés conduisant a la production de pyruvate et acétyle-p qui sont
convertis ultérieurement en lactate et acetate respectivement. Les Hexoses peuvent étre

convertis en lactate, éthanol et CO, (Kowalczyk et al., 2015).

Les bactéries lactiques se retrouvent dans un large éventail de différentes niches écologiques
en raison de leur bonne capacité d'adaptation, elles sont généralement associées a des habitats
riches en nutriments, comme les produits alimentaires, certains sont membres de la flore

normale buccale, intestinale et vaginale de I’homme et des animaux (Axelson, 2004).
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1.1 Genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus appartient au phylum des Firmicutes, la classe des Bacilli, et
I'ordre Lactobacillales, Il présente le genre plus grand et le plus hétérogene des bactéries
lactiques incluant des especes ayant des propriétés phénotypiques, biochimiques et

physiologiques largement variées (Axelson, 2004).

Les lactobacilles sont des bacteries & Gram positif, non sporulés, leur forme peut aller
de batonnet long et fin, court au coccobacille, groupés en paires ou en chaines, immobiles,
catalase négatif (certaines possedent une pseudocatalase), ils ont une teneur en guanine-
cytosine (G+C) habituellement inférieure a 50%. lls sont aérotolérants ou anaérobie,
acidophiles, ils ont des besoins nutritionnels complexes (pour les glucides, les acides aminés,
les peptides, les esters d'acides gras, des sels, des dérivés d'acides nucléiques et vitamines)
(Hammes et VVogel, 2012). Leur température de croissance optimale est souvent comprise
entre 30 et 40°C bien que la température générale de croissance peut varier de 2 a 53°C; ils

peuvent se développer sur un intervalle de pH allant de 3 a 8 (Pot et al., 2014).

Orla-Jensen en 1919 a subdivisé le genre de Lactobacillus en trois groupes selon la
morphologie et la température de croissance en : Thermobacterium, Streptobacterium, et
Betabacterium (Guiraud, 2003).

e Le groupe Thermobacterium: comprend les lactobacilles homofermentaires
obligatoires, thermophiles qui se développent a 45°C et non a 15°C. fermentent le
glucose et le gluconate sans production de CO,. Les especes les plus fréquentes sont
lactobacillus helveticus, L.jugurti, L.bulgaricus, L.lactis, L.acidophilus, L.leichamnii,
L.delbrueckii, L.kifirofaciens, L.mali

e Le groupe Streptobacterium : regroupe les lactobacilles homofermentaires mais qui
peuvent étre hétérofermantaires facultatives en fonction du substrat, mésophiles qui se
développent a 15°C, le CO; est dégagé lors de la fermentation de gluconate et non
produit lors de la fermentation du glucose. Il comporte les espéces Lactobacillus
casei, L. plantarum, L. curvatus, L. sake, L. acetotolerans, L. graminis L.
rhamnosus...

e Le groupe Betabacterium comprend les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui
sont Lactobacillus fermentum, L. buchneri, L. brevis, L. viridiscens, L. kefir, L.

fructivorans, L. hilgardii, L. sanfrancisco.
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2. Place des bactéries lactiques en biotechnologie alimentaire
2.1. Production d’acide lactique

Les bactéries lactiques produisent de l'acide lactigue comme produit finale de
fermentation des glucides. L’acide lactique a un godt Iégérement acide, il est utilisé comme
acidulant, aromatisant, un trés bon conservateur et un inhibiteur de l'altération bactérienne

dans une grande variété d'aliments transformés (Das et Goyal, 2012).
2.2. Activité protéolytique

Les bacteries lactiques ont des capacités limitées pour la synthése des acides amines,
elles possédent un systéme protéolytique complexe capable d’hydrolyser les protéines
alimentaires en peptides et acides aminés contribuant a la texture, le godt et I'aréme des
produits fermentés. Le systéme protéolytique comprend des protéases associé a I’enveloppe
cellulaire qui dégradent les protéines en oligopeptides et des peptidases intracellulaires
hydrolysant les peptides en acides aminés (Savijoki et al., 2006). Comparativement aux
espéces du genre Bacillus et Pseudomonas, les bactéries lactiques sont faiblement
protéolytiques (Antoine, 2011).

2.3. Activité lipolytique

Les enzymes produites par les bactéries lactiques ont une importance majeure en
industrie alimentaire. La lipolyse joue un rdle crucial dans 1’affinage du fromage, les acides
gras sont convertis en méthyl-cétones, des lactones et des thioesters qui contribuent, en plus
des acides gras, a la saveur du produit fermenté (Holzapfel et Wood, 2014). Bien que les
bactéries lactiques possédent une variété d’enzymes lipolytiques capables d’hydrolyser divers
esters d’acide gras, des substrats de tri-, di- et mono-acylglycerol (Holzapfel et Wood, 2014),
ils sont généralement considérés comme faiblement lipolytiques en comparaison avec d'autres
microorganismes tels que Pseudomonas, Acinetobacter ,Aeromonas ,Flavobacterium et
Candida (Meyers et al., 1996).

Contrairement au lipases des Pseudomonas et Bacillus qui sont extracellulaires les
bactéries lactiques produisent des lipases intracellulaires (Meyers et al., 1996). Les enzymes
lipolytiques sont produites au cours de la phase exponentielle de croissance, la production est

fortement influencée par les conditions de croissance (Kenneally et al., 1998).
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2.4. Production des exopolysaccharides

Les bactéries lactiques  produisent différents types d’exopolysaccharides qui
posseédent de nombreuses applications dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique. La
glucanesucrase qui est une enzyme extracellulaire produit a partir du saccharose trois types
de glucanes qui sont le dextran, le mutane et alternane. Quatre genres de bactéries lactiques
sont connus pour produire les glucanes; Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et
Lactobacillus (Das et Goyal, 2012).

Les exopolysaccharides sont des agents thérapeutiques potentiels, ils ont la capacité de
réduire le taux de cholestérol sanguin diminuant ainsi le risque de maladies cardio-
vasculaires. L’aspect naturel visqueux des glucanes rend le contenu gastrique épais ce qui
aide a ralentir le taux d’absorption de glucose. En industrie alimentaire ils ont une grande
importance ; ils sont utilisés comme viscosifiant, stabilisants, émulsifiants, gélifiant et
édulcorants (Das et Goyal, 2012).

2.5. Production des bactériocines

Au cours de derniéres années, un grand nombre de substances de type bactériocines ou
bacteriocines-like produites par les bactéries lactiques ont été identifiées et caractérisées. En
raison de leur activité antimicrobienne contre les bactéries pathogenes et d’altération, ces
substances ont suscité un intérét considérable pour leur application dans la conservation des
aliments contribuant a réduire I’ajout des conservateurs chimiques et /ou l’intensit¢ des

traitements thermiques ou physiques (Dortu et Thonart, 2009).

Les bactériocines sont ajoutées aux aliments sous forme de préparation concentrée
comme conservateurs alimentaires ou des allongeurs de durée de conservation. Seulement la
nisine et la pédiocine sont utilisées comme bioconservateurs, I’'U.S Food and Drug
Administration a accordé le statut GRAS (generally recognized as safe) pour un usage
alimentaire a la nisine qui est une bactériocine produite par Lactococcus lactis subsp. Lactis,
cette substance a trouvé une variété d'applications dans la conservation des aliments (Das et
Goyal, 2012).

2.6. Production des polyols

Les polyols sont connus comme les alcools de sucre et bien qu'ils aient la structure de

I'alcool, ils imitent la douceur du sucre lorsqu'ils sont ajoutés a la nourriture. Dans l'industrie
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alimentaire sont le plus couramment utilisés comme agents de remplacement du sucre. Les
plus courants sont le maltitol et le sorbitol qui sont produits par les bactéries lactiques. Le
mannitol est produit par les homo- et hétérofermentaires. En présence de grandes quantités de
glucose ou de saccharose, Streptococcus mutans, Lactobacillus leichmannii, Lactobacillus

plantarum et Lactococcus lactis produisent le mannitol (Das et Goyal, 2012).
3. Probiotiques

L'histoire des probiotiques remonte a des centaines d'années avec la consommation des
aliments fermentés, leurs bienfaits pour la santé ont été connus depuis longtemps, Hippocrate
et autres scientifiques ont rapporté que le lait fermenté pourrait guérir certains troubles du
systeme digestif (Ranadheera et al., 2010).

En 1907 le chercheur russe et prix Nobel Elie Metchnikoff a proposé pour la premiére
fois le concept des probiotiques (Ranadheera et al., 2010), il a émis I’hypothése que la
longévité des paysans Bulgares était liée a leur consommation de grandes quantités de
produits laitiers fermentés par des bactéries lactiques qui remplacent les microorganismes
pathogenes intestinaux, réduisant ainsi la production des toxines qui conduit a la maladie
(Singh et al., 2011).

Le mot «probiotique» est dérivé du grec qui signifie «pour la vie» a ’opposé des
« antibiotiques », au fil des années il a eu plusieurs significations. Kollath en 1953 et la
Vierge en 1954 ont été probablement les premiers a introduire le terme «probiotique» (Otles,
2013). 1l a été utilisé par Lilley et Stillwell en 1965 pour décrire les substances sécrétées par
un microorganisme stimulant la croissance de l'autre a 1’opposé des antibiotiques, Sperty
(1971) a utilisé le mot probiotique pour décrire des extraits de tissus qui ont stimulé la
croissance microbienne. Le terme probiotique, comme il est utilisé aujourd'hui a été d'abord
utilisé par Parker (1974) qui a défini les probiotiques comme « organismes et substances qui
contribuent a I'équilibre microbien intestinal ». Cette définition a mis le lien entre I’utilisation
des microorganismes avec la flore intestinale, mais 1’inclusion des substances produites a
élargi le concept en englobant les microorganismes et leurs métabolites qui sont les
antibiotiques (Fuller, 1992). En 1989, Fuller a redéfini les probiotiques comme des
« suppléments alimentaires contenant des bactéries vivantes qui peuvent étre bénéfiques pour
I’h6te en améliorant 1’équilibre de sa flore intestinale », cette définition a souligné la nécessité

d'un probiotique d’étre viable. Havenaar et Huisin't Veld (1992) ont décrit un probiotique
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COmme « une mono- ou culture mixte de microorganismes vivants bénéfiques pour I’homme

et I’animal en améliorant les propriétés de la microflore indigéne » (Rusch, 2002).

Un comité d'experts organisé par I'Organisation pour l'alimentation et I'agriculture
(FAO) des Nations Unies et I'Organisation mondiale de la santé (OMS) (2002), ont établi des
lignes directrices pour ’utilisation du terme « les probiotiques sont des microorganismes
vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, conférent un bénéfique pour la
santé de I’hote » (Pintado et al., 2014).

Les principaux microorganismes probiotiques qui sont utilisés appartiennent
principalement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. Bien que d’autres espéces des
genres Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Propionibacterium, Streptococcus,
Escherichia coli, Bacillus et Saccharomyces (Senok et al., 2005; Shah, 2007; Ranadheera et
al., 2010) (Tableau 1).

3.1. Bifidobacterium

Les Bifidobactéries sont des batonnets en formes variées dont la forme Y est la plus
caractéristique, elles sont Gram positives, non sporulées, strictement anaérobies,
hétérofermentaires produisent de 1’acide lactique ou acétiques. Bien que, les bactéries du
genre Bifidobacterium partagent des caractéristiques phénotypiques avec les bactéries
lactiques, il est regroupé dans la subdivision des bactéries ayant un pourcentage de (G+C)
supérieur ce qui lui inclut dans le phylum des Actinobactéries (Lee et Salminen, 2009). Les
bifidobactéries présentent un composant de la flore normale de 'Homme, chez le nourrisson

elles prédominent sa flore intestinale.
3.2. Pediococcus

Les Pediococcus sont des bactéries Gram positif, catalase négative et oxydase
négative, anaérobie facultatives a microaérophiles, produisent de I'acide lactique en tant que
produit final majeur de la fermentation du glucose par la voie d'Embden-Meyerhof, elles sont
homofermentatives; ne produisent pas de CO; a partir du glucose, et nitrates négatives. Elles
se distinguent des autres bactéries lactiques par forme sphérique des cellules et qui se
divisent en deux directions perpendiculaires formant des tétrades. Elles sont immobiles et ne
forment pas de spores ou de capsules.
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3.3. Enterococcus

Les entérocoques sont des cocci ovoides Gram positif isolées, en paires ou en chaines
courtes, non sporulées, non mobiles a I’exception d’Enterococcus gallinarum et
Enterococcus casseliflavus, homofermentaires produisant de 1’acide lactique avec dominance

comme produit finale de fermentation des carbohydrates (Svec et Franz, 2004).

L'importance industrielle des entérocoques est basée sur leur utilisation en tant que
cultures starter pour la production des aliments fermentés et probiotiques pour améliorer la

santé humaine ou animale (Svec et Franz, 2004).

Les entérocoques probiotiques sont utilisés comme des compléments alimentaires sous
forme de préparations pharmaceutiques. Les deux espéces les plus connus, étudiées et
commercialisées sont particulierement E. faecium (SF68 cerbo-pharma, Suisse) et E. faecalis
(symbioflor, symbio-pharma, Allemagne). Elles sont utilisées pour le traitement des diarrhées
aiglies, les diarrhées associées a 1’antibiothérapie, traitement du c6lon irritable et pour réduire

le taux du cholestérol sérique (Franz et al., 2011).

L’utilisation des entérocoques chez I’homme reste controversée (Izquierdo, 2009), car
ces microorganismes sont associés a la contamination fécale, aux maladies nosocomiales, ils
posseédent des génes de résistances aux antibiotiques ainsi que des facteurs de virulence
(Holzapfel et Wood, 2012). C’est pour cette raison que la sélection correcte et 1’innocuité

totale de ces microorganismes est d’une grande importance.
3.4. Bacillus

Les especes les plus largement étudiées sont Bacillus subtilis, Bacillus clausii,
Bacillus cereus, Bacillus coagulans et Bacillus licheniformis. Elles Sont utilisées chez
I'hnomme en tant que compléments alimentaires. Chez les animaux sont utilisées comme
promoteurs de croissance et agents d'exclusion compétitive et dans l'aquaculture leurs
utilisation est pour I’amélioration de la croissance et la résistance aux maladies de la crevette

(Cutting, 2011).

Les spores de B. clausii sont utilisées comme supplément médical commercialisé sous le nom
Enterogermina®, il est indiqué pour aider a prévenir la gastro-entérite chez les nourrissons et
les enfants (Cutting, 2011).
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3.5. Escherichia coli Nissle

Escherichia coli Nissle 1917 est une bactérie Gram négatif non pathogéne appartenant
a la famille des entérobactéries (Schultz, 2008). C’est une souche probiotique bien connue
avec de multiples effets bénéfiques sur I'homéostasie intestinale. Contrairement a d'autres
souches de E. coli, elle ne produit pas de facteurs de virulence, donc elle est incapable
d'induire des dommages a la surface de I'épithélium intestinal (Grozdanov, 2004). Elle peut
stimuler la production de béta-défensine 2 humaine, une molécule qui se révele étre cruciale
dans la protection de la barriere mucuosale contre I'adhérence et I'invasion par les bactéries
pathogénes (Schlee et al., 2007). En outre, elle peut sécréter des facteurs (microcines,
adhésines, protéases) qui améliorent la production de I'adénosine triphosphate (ATP),
améliorant ainsi la disponibilit¢ de 1’énergie, ainsi qu’elle peut moduler la réponse
inflammatoire de la muqueuse par une action directe sur les lymphocytes T activés (Schlee et
al., 2007).

3.6. Saccharomyces boulardii

La Levure Saccharomyces boulardii a été utilisée au cours des 30 dernieres années
pour la prophylaxie et le traitement des maladies diarrhéiques causées par les bactéries et
d'autres troubles gastro-intestinaux provoqués par l'administration d'agents antimicrobiens
(Kelesidis et Pothoulakis, 2012).

10
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Tableau 1. Les souches probiotiques (Ranadheera et al., 2010).

Lactobacillus

Bifidibacterium

Autres

Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei,
Lactobacillus crispatus

Lactobacillus delbrueckii

subsp Bulgaricus,
Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus gasseri,

Lactobacillus johnsonii,

Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnous,

Lactobacillus helveticus,

Lactobacillus lactis,

Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium
adolescentis,
Bifidobacterium essensis,
Bifidobacterium

laterosporus

Escherichia coli Nissle,
Saccharomyces boulardii,
Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Propionibacterium
freudenreichii

Pediococcus acidilactici
Leuconostoc

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

4. Critéres de sélection des souches probiotiques

L’effet probiotique est souche- spécifique, les effets exercés par

une souche

ne

peuvent pas étre extrapolés pour une autre souche méme si elles appartiennent au méme genre

et a la méme espece (lzquierdo, 2009).

La premiére étape dans la sélection des souches probiotiques est la détermination de

la classification taxonomique par des méthodes phénotypiques et génotypiques, qui peuvent

donner une indication sur l'origine, I'nabitat et la physiologie de la souche.

De nombreux travaux ont suggéré que les souches probiotiques d’origine humaine

sont plus sécuritaires et mieux adaptées pour coloniser le tractus gastro-intestinale de

I’homme, la spécificité de I'action du probiotique est plus importante que la source de micro-

11
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organisme (FAO/OMS, 2002). Les souches probiotiques peuvent étre d’origine animale,
alimentaire, ou végétale du fait qu’aucune donnée scientifique n’atteste de leur dangerosité

pour la santé humaine.

Depuis que les probiotiques sont consommeés comme aliment, et non pas comme
médicament, tout facteur qui peut constituer un risque pour la santé humaine doit étre exclu
dans les produits probiotiques. Le comité d’experts FAO/OMS 2002 recommande une
caractérisation pour les souches probiotiques, afin d’éliminer tout possibilité de résistance aux
antibiotiques, de transfert de résistance, de production des toxines, d’activité hémolytique ou

métabolique.
4.1. Critéres fonctionnels

= Survie au cours du transit digestif
Afin d'atteindre le site d’action et exercent leurs effets bénéfiques, les probiotiques
doivent d'abord surmonter un certain nombre de barriéres physiques et chimiques dans le

tractus gastro-intestinal (Huckle et Zhang, 2011).

La capacité de survie des probiotiques est variable d’une souche a I’autre. Certains sont
détruits des leur passage dans 1’estomac par contre, d’autres peuvent résister et survivent tout
au long du transit. Au niveau de I’estomac, plus de deux litres de suc gastrique avec un pH
aussi bas que 1,5 est sécrété chaque jour, tout microorganisme probiotique doit avoir une
tolérance élevée a 1’acidité pour qu’il puisse survivre. Les microorganismes qui survivent aux
conditions acides de I’estomac doivent faire face a I’action détergente des sels biliaires libérés
dans le duodénum. Des modeles in vitro stimulants les conditions gastro-intestinales sont

utilisées pour la sélection des souches probiotiques.

= Activité d'hydrolase des sels biliaires

Les BSH sont généralement des enzymes intracellulaires, insensibles & I'oxygene qui
catalysent I'hydrolyse des sels biliaires. Un certain nombre de BSH ont été identifiés et
caractérisés chez des bactéries probiotiques, la capacité des souches probiotiques a produire

des BSH a éte souvent considerée comme critére de sélection des souches probiotiques.
= Adhésion au mucus et/ou cellules épithéliales humaines

La capacité d'adhésion a la muqueuse intestinale est I'un des principaux criteres de

sélection des souches probiotiques ; elle est considérée comme une condition préalable a la

12
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colonisation (Ouwehand et al., 1999). Plus la bactérie passe le temps dans le tractus gastro-
intestinale plus elle aura la chance d’exercer un effet bénéfique pour 1’héte (Izquierdo, 2009),
I’adhésion peut étre importante pour la stimulation du systéme immunitaire, permettrait de
prévenir I'implantation de pathogénes sur les cellules épithéliales intestinales via des

mecanismes de competition.

L’adhésion des souches au mucus ou a 1’épithélium est habituellement étudiée in vitro en
utilisant des mucus humain ou animal et des cultures cellulaires comme les Caco2 ou HT29

(Servin et Coconnier, 2003).

= Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne est I'un des criteres de sélection les plus importants pour les
probiotiques. Les bactéries lactiques synthétisent des molécules a action bactéricide ou
bactériostatique comme les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de

carbone, le diacétyle et les bactériocines.
4.2. Criteres technologiques

Plusieurs aspects technologiques doivent étre pris en compte dans la sélection des souches
probiotiques. En effet, les souches probiotiques doivent garder leurs caractéristiques durant

tous les procédés de production, de conservation et de distribution.

La plupart des définitions des probiotiques, soulignent que les microorganismes doivent
étre viables et atteindre leur site d'action vivants. Un nombre minimal de 10’ cellules viables
/g de produit est nécessaire pour exercer un effet probiotique. Les souches doivent garder
leurs viabilités sans se multiplier pour ne pas provoquer d’effet indésirable sur la qualité

organoleptique du produit (Ouwehand et al., 1999).

Les produits doivent étre conservés dans des conditions appropriées, il est nécessaire de

contrdler régulierement I’identité de la souche et ses propriétés.
5. Mécanismes d’action des probiotiques
5.1. Renforcement de la barriere épithéliale

La barriere intestinale présente un mecanisme de défense majeur impliqué dans le
maintien de 1’intégrité épithéliale et dans la protection de I’organisme contre les agressions

de ’environnement. Les défenses de la barriere intestinale sont constituées par la couche

13
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muqueuse, les peptides antimicrobiens, IgA sécrétoires et le complexe d'adhérence de
jonction épithéliale (Bermudez-Brito et al., 2012).

Les probiotiques ont été largement étudiés pour leur implication dans le maintien de cette
barriere. Cependant, les mécanismes par lesquels les probiotiques améliorent la fonction de

barriére intestinale ne sont pas compléetement comprises (Bermudez-Brito et al., 2012).

Il a été rapporté que I’incubation des cellules intestinales avec les Lactobacillus influe de
facon différentielle la phosphorylation des protéines de jonction d'adhérence et I'abondance de
la protéine kinase C (PKC), modulant ainsi positivement la fonction de barriére épithéliale
(Hummel et al., 2012; Bermudez-Brito et al., 2012)

L'utilisation des probiotiques, prévient I'altération de I'épithélium induite par les cytokines
qui caractérise les maladies inflammatoire de [lintestin, peut également contribuer au
renforcement de la barriere muqueuse. Les mucines (Glycoprotéines) sont les principaux
constituants macromoléculaires de mucus épithéliaux. Les probiotiques peuvent favoriser la
sécretion de mucus comme un mécanisme pour améliorer la fonction de la barriére et

I'exclusion des agents pathogenes (Bermudez-Brito et al., 2012).
5.2. Production de substances antimicrobiennes

Les acides organiques, en particulier I'acide acétique et lI'acide lactique, ont un effet
inhibiteur contre les bactéries Gram-négatives, ils ont été considérés comme les principaux
composés antimicrobiens responsables de I'activité inhibitrice des probiotiques contre les
agents pathogénes (Alakomi et al., 2000; Makras et al., 2006; Bermudez-Brito et al., 2012).
L’acide organique pénétre dans la cellule bactérienne a travers la membrane bactérienne, il se
dissocie a l'intérieur de son cytoplasme. L'éventuelle diminution du pH intracellulaire ou
I'accumulation intracellulaire de la forme ionisée de I'acide organique peut conduire & la mort
de I'agent pathogéne (Ouwehand, 1998; Russell et Diez-Gonzalez, 1998). En outre, certains
probiotiques sont capables de générer du peroxyde d'hydrogene en présence d'oxygéene.
L'effet bactéricide du peroxyde d'hydrogene est da a son effet oxydant sur la surface cellulaire
bactérienne, le dioxyde de carbone est produit par les bactéries hétérofermentaires, et son
activité antimicrobienne est due & linhibition de décarboxylation enzymatique et son
accumulation dans la membrane provoquant un dysfonctionnement de la perméabilité

membranaire (Collado et al., 2010) .
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Un grand nombre de bactéries lactiques produisent des peptides antibactériens qui sont
les  bactériocines inhibant la croissance de bactéries altérantes ou pathogenes. Les
bactériocines agissent au niveau de la membrane cellulaire par un mécanisme commun qui
comprend la destruction des cellules cibles par la formation des pores et / ou I'inhibition de la

synthése de la paroi cellulaire (Bermudez-Brito et al., 2012).
5.3. Exclusion compétitive des micro-organismes pathogenes

Les mécanismes utilisés par une espéce de bactéries pour exclure ou réduire la croissance
d'une autre espece sont variés, y compris ; la création d'une micro-écologie hostile pour rendre
I’environnement moins adapté a leurs concurrents, I'élimination des sites récepteurs bactériens
disponibles, la production et la sécrétion de substances antimicrobiennes et des métabolites
sélectifs, I'épuisement compétitif des nutriments essentiels (Rolfe, 1991; Bermudez-Brito et
al., 2012).

Les propriétés d'adhésion spécifiques qui sont due a l'interaction entre les protéines de
surface et les mucines peuvent inhiber la colonisation des bactéries pathogenes et sont le
résultat d'une activité antagoniste par certaines souches probiotiques contre I'adhésion des

pathogénes gastro-intestinaux (Servin, 2004).
5.4. Augmentation de I’adhésion a la muqueuse intestinale

L'adhésion a la muqueuse intestinale est indispensable pour la colonisation et elle est
importante pour l'interaction entre les souches probiotiques et I'néte. La plupart des infections
intestinales sont initiées par I'adhésion des pathogénes aux cellules entérocytaires de I'hote.

Les bactéries lactiques présentent divers déterminants de surface impliquées dans leur
interaction avec les cellules épithéliales intestinales (servine, 2004). Les cellules épithéliales
intestinales produisent la mucine qui est un mélange complexe de glycoprotéine qui constitue
un composant principale de la muqueuse, empéchant ainsi I'adhésion des bactéries pathogénes
(Collado et al., 2005; Bermudez-Brito et al., 2012).

L’interaction spécifique a indiqué un lien possible entre les protéines de surface des
bactéries probiotiques et I'exclusion compétitive des agents pathogénes du mucus (Ouwehand
et al., 2002), les bactéries présentent des adhésines de surface qui assurent la fixation a la
mugueuse, l'exemple le plus étudié des adhésines bactériennes ciblant le mucus est une

protéine produite par Lactobacillus reuteri (mucus-binding protein) (Buck et al.,2005;
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Bermudez-Brito et al., 2012). Les probiotiques, telles que L. plantarum, ont la capacité
d’induire MUC2 et MUC3 et d'inhiber l'adhérence de E. coli entéropathogéne. Ces
observations indiquent que I'amélioration des couches muqueuses et du glycocalyx recouvrant
I'épithélium intestinal, ainsi que l'occupation des sites de liaison microbiennes par
Lactobacillus spp. fournir une protection contre l'invasion par des agents pathogenes
(Bermudez-Brito et al., 2012). Le processus d'adhésion microbienne des bactéries lactiques
comprend également des interactions non spécifiques par des forces passives, des interactions

électrostatiques, hydrophobes et des forces stériques (Figure 1) (Servin et Coconnier, 2003).

a b
Compétition Compétition
specifique non spécifique
Pathcgéne @ @
» -
Ticbictique . .
IS (D S ¥ (D -~ d
& AL i [nterzctions &
Adhésine = :
Site re,lceptm de fables hasons
O entérocytes
entéxoe yte

| W4

Figure 1. Mécanisme d’inhibition d’adhésion des pathogénes (a) par
compétition spécifique (b) compétition non spécifique (Servin et Coconnier ,2003).

5.5. Modulation du systéeme immunitaire

Le systeme immunitaire peut étre divisé entre les systéemes innés et adaptatifs. La
réponse immunitaire adaptative (ou acquise) dépend des lymphocytes B et T, qui sont
spécifiques pour des antigénes particuliers. En revanche, le systéeme immunitaire inné (ou
naturel) répond a des structures communes appelées motifs moléculaires associes aux
pathogenes (Gomez et al., 2010; Bermudez-Brito et al., 2012). La régulation immunitaire se
traduit par une homéostasie entre 1’activité des cellules Thl et celle des cellules Th2 qui
jouent un role principal dans le mécanisme de régulation immunitaire. Les cellules Thl
produisent des IFN-y et conférent une protection contre les pathogénes intracellulaires par

activation des macrophages (Kawakami, 2003). Alors que, les Th2 sécrétent IL-4, IL-5 et
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sont plus impliquées dans 1I’immunité humorale par activation et différenciation des cellules
B, et particulierement dans la production des anticorps IgE et IgA, au recrutement des
éosinophiles, des mastocytes. Une inhibition croisée entre les cellules Thl et Th2 induite par
IFN-y et IL-10 respectivement permet de maintenir un équilibre entre les Thl et Th2 (Kidd,
2003).

Les probiotiques, grace a leurs composants intra ou extracellulaires actifs, sont
capables d’influencer le systétme immunitaire par contact avec les cellules
immunocompétentes, en transmettant des signaux qui modifient la réponse immunitaire de
I'organisme-hdte (Figure 2). De nombreuses études ont rapporté que la prolifération des
lymphocytes et la production des cytokines par les cellules du systeme immunitaire peuvent

étre sensiblement modifiées par 1’ingestion de probiotiques (Amrouche, 2005).

Jijon et ses collaborateurs (2004) ont démontré que I’ADN issu d’un mélange de 8
souches probiotiques (L. acidophilus MB 443, L. delbrueckii subsp. bulgaricus MB 453, L.
casei MB 451, L. plantarum MB 452, B. longum Y10, B. infantis Y1, B. breve Y8 et S.
salivarius subsp. thermophilus MB 455), réduis in vitro et in vivo les réponses inflammatoires
au niveau de I’épithélium intestinal. Une étude clinique de Mastrandrea et al. (2004) a montré
les effets positifs des probiotiques dans le traitement des maladies allergiques. En effet, une
administration quotidienne d’un mélange de Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii et
Streptococcus thermophilus (1.10° bactéries vivantes) a permis de réduire significativement
le taux de précurseurs circulants de lymphocytes CD34+ impliqués dans I’inflammation

allergique systémique.

Lee et al. (2004) ont étudié in vitro 1’activité anti-prolifération des fractions cytoplasmiques
de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei et Bifidobacterium longum sur les lignées
de cellules tumorales SNUC2A, SNU1, NIH/3T3. lls ont constaté que toutes les fractions
cytoplasmiques, particulierement celles de L. casei et B. longum, inhibent la prolifération des

cellules tumorales.
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Figure 2. Les principaux mécanismes d'action des probiotiques (Bermudez-Brito et

al., 2012).

6. Effets bénéfiques des probiotiques sur la santé humaine

6.1. Amélioration de I’intolérance au lactose

Le lactose est un disaccharide présent exclusivement dans le lait et ses dérivés, la

digestion de lactose nécessite une lactase qui hydrolyse le lactose en glucose et galactose.

L’hypolactasie conduit a une digestion incompléte du lactose et qui a pour conséquence une

intolérance au lactose qui se traduit par des symptomes digestifs aprés 1’ingestion de lait :

ballonnements, digestion difficile, diarrhée. Ce probleme touche pres de 70% de la population
mondiale (Singh et al., 2011).
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L’amélioration de I’intolérance au lactose et de la malabsorption de ce sucre par les bactéries
lactiques est le premier effet démontré avec haut niveau de preuve (Sondergaard, 2005).
Certaines bactéries lactiques comme Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus ont la
possibilité d'utiliser le lactose et soulager les symptomes d'intolérance au lactose, ils sont
généralement ajoutés dans les produits laitiers pour augmenter la digestibilité du lactose
(Rolfe, 2000). Parmi beaucoup d’études qui ont confirmé le rdle des probiotiques dans
I’atténuation de l'intolérance au lactose en 1984, Kolars et al. (1984) et Savaiano et al. (1984)
ont montré que chez des sujets déficients en lactase, le lactose a été absorbé beaucoup mieux
a partir de yaourt que du lait, probablement a cause de la digestion du lactose par la lactase

libérée par les microorganismes du yaourt.

Pelletier et al. (2001) ont constaté que l'ingestion de yaourt avec S. thermophilus et L.
bulgaricus (10 UFC / ml) conduit & une réduction de I'excrétion de I'hydrogéne et une

diminution des symptémes de l'intolérance au lactose.
6.2. Réduction des diarrhées

De nombreuses études cliniques visant le traitement ou la prévention des maladies
diarrhéiques par l'utilisation des probiotiques ont été publiés. Le soulagement des symptomes
et le raccourcissement des infections sont les effets probiotiques les plus importants (Fung et
al., 2011).

6.2.1. Diarrhées a Rotavirus

Rotavirus est I'un des virus entériques les plus importants, il est responsable d'environ
un tiers des cas de diarrhée sévére chez I'enfant dans les pays développés et en développement
(Pintado et al., 2014). Le traitement commun des diarrhées a rotavirus comprend
principalement la réhydratation orale. Cependant, plusieurs études ont rapporté que des
combinaisons avec des microorganismes probiotiques réduisent la durée de la diarrhée
(Pintado et al., 2014). Dans une étude multicentrique menée en Europe, 291 nourrissons agés
1-3 mois hospitalisés pour des diarrhées ont été divisés au hasard en deux groupes. Une dose
de 10 ufc de L. rhamnosus GG ou un placebo ont été administrés aprés un traitement de
réhydratation. La durée des diarrhées a été significativement réduite dans le groupe L.

rhamnosus GG, par rapport au groupe placebo (Guandalini et al., 2000).
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Une autre étude réalisée sur des patients agés de 6 - 36 mois dont 75% souffrant d’une
diarrhée & rotavirus ; I’ingestion de L .reuteri SD2222 (10'°-10* ufc) pendant 5 jours a

raccourcie la durée des diarrhées, par rapport au groupe placebo (Shornikova et al., 1997).
6.2.2. Diarrhées associées aux antibiotiques

Les diarrhees associee aux antibiotiques (DAA), survient géneralement au cours du
traitement antibiotique en particulier les antibiotiques a large spectre tels que I'ampicilline,
I'amoxicilline, la céphalosporine, et la clindamycine (Fung et al., 2011; McFarland, 2009).
L’antibiothérapie modifie 1'équilibre écologique de la microflore normale, ce qui peut
entrainer les diarrhées et I'émergence d'agents pathogenes tels que Clostridium difficile,
(Pintado et al., 2014) qui existe normalement dans l'intestin mais a un niveau faible. C.
difficile produit des toxines A et B qui provoquent des lésions au niveau des muqueuses et
I'inflammation du cdlon, les probiotiques produisent des protéases qui dégradent directement

les toxines et augmentent la réponse immunitaire (Fung et al., 2011).

L’effet préventif des probiotiques sur l'infection par C. difficile a été étudié. Les
probiotiques tels que Saccharomyces boulardii, Lactobacillus rhamnosus GG,
Bifidobacterium longum, et Enterococcus faecium SF 68 ont diminué de facon significative
I'incidence des diarrhées chez des patients traités avec des antibiotiques (Pintado et al., 2014).
Selon une méta-analyse sur les Lactobacillus probiotiques, les lactobacilles peuvent prévenir
efficacement la DAA chez les enfants et les adultes (Lyra et al., 2011). McFarland et Elmer
(1997) ont mentionné que le traitement combiné des antibiotiques standards (vancomycine ou
métronidazole), ainsi que S. boulardii est revélé étre efficace, dans un essai clinique contrélé

par placebo de 124 patients avec infections a C. difficile (Pintado et al., 2014).
6.2.3. Diarrhées du voyageur

La diarrhée du voyageur, ou «turista», est une maladie commune qui affecte
principalement les personnes voyageant des pays développés vers les régions les moins
développées du monde. L'utilisation des probiotiques contre la diarrhée du voyageur est
populaire (Lyra et al., 2011). Différents probiotiques ont démontré un intérét dans la
prévention de la diarrhée du voyageur. Cependant, les preuves cliniques sont encore peu
limitées. La diversité des causes potentielles de la diarrhée du voyageur et les difficultés des

volontaires en adhérant aux protocoles d'étude pendant le déplacement apportera des défis
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supplémentaires pour les interventions probiotiques ciblant la diarrhée du voyageur (Lyra et
al., 2011).

Une étude a testé I’efficacité d’un mélange de probiotiques (Lactobacilus acidophilus, L.
bulgaris, Bifidobacterium bifidum et Streptococcus thermophilus) contre un placebo chez 94
touristes qui voyageaient deux semaines en Egypte. L’incidence de la diarrhée était réduite de
maniére significative dans le groupe qui recevait les probiotiques par rapport au groupe
placebo (Piquepaille, 2013).

6.3 Infection a Helicobacter pylori

H. pylori a été associée en tant qu'agent majeur de la gastrite et ulcere peptique et
également considérée comme un facteur de risque pour le cancer de 1’estomac. L’utilisation
de probiotiques pour l'inhibition de H. pylori a été explorée. Les données in vitro et in vivo
obtenues, rapportent un effet inhibiteur des probiotiques sur 1’adhésion de H. pylori aux

cellules gastriques et la réduction de viabilité (Pintado et al., 2014).

Des études in vitro ont propose que les probiotiques pourraient agir sur H. pylori par
la production d'acides organiques et / ou bactériocines et 1’inhibition de la croissance et
I'attachement de H. pylori aux cellules épithéliales gastriques. La plupart des études
impliguent des lactobacilles, en raison de leur aptitude a adhérer a la muqueuse gastrique et
leur résidence transitoire dans l'estomac  comprennent des souches de Lactobacillus
acidophilus, L. johnsonii, L. salivarius (Francavilla et al., 2013). Les lactobacilles sont
connus pour produire des quantités relativement importantes d’acide lactique, qui a été
considéré comme un inhibiteur et / ou un agent bactéricide. En effet, ’acide lactique inhibe
I'uréase de H. pylori et exerce son effet antimicrobien par abaissement du pH (Francavilla et
al., 2013). Lorca et al. (2001) ont montré que L. acidophilus CRL 639 peut exercer son
action anti H.pylori par la sécrétion d'une autolysine, un composé protéiné libéré aprés la lyse
des cellules (Francavilla et al., 2013). L. reuteri ATCC 55730 exerce un effet inhibiteur
significatif sur la croissance de H. pylori suite a I’effet d’une substance appelée la reuterine
(Johnson et al., 2003; Francavilla et al., 2013).

Fondé sur la preuve que l'ingestion des bactéries lactiques exerce un effet inhibiteur sur
I'infection a Helicobacter pylori, Wang et al. (2004) ont examiné I’effet de I’administration de
I’AB-yaourt contenant 10" ufc/mL de Lactobacillus acidophilus La5 ou Bifidobacterium

lactis Bb12 sur 59 adultes volontaires infectés par H. pylori, recevant le yaourt deux fois par
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jour apres les repas pendant 6 semaines. L'administration d’AB-yaourt diminue l'activité de
I'uréase de H. pylori aprés 6 semaines de traitement, I'examen des biopsies antrales a montré
une réduction de la densité de H. pylori et I'activité de la gastrite, les auteurs ont conclu
gu'une consommation réguliere du yaourt contenant Bifidobacterium lactis Bbl2 et
Lactobacillus acidophilus La5 réprime efficacement l'infection & H. pylori chez I’homme
(Francavilla et al., 2013).

6.5. Constipation

Les bifidobactéries et les lactobacilles produisent l'acide lactique, acétique et d'autres
acides conduisant a un abaissement du pH dans le c6lon, qui peut améliorer le péristaltisme et

diminue ensuite le temps de transit colique (Salvatore et Vandenplas, 2010).

Une étude sur 45 enfants souffrant de constipation a montré que 1’administration de
la souche L. rhamnosus Lcr35 (8.10° cfu/jour) et de I'oxyde de magnésium produisent une
augmentation significative similaire dans la fréquence des défécations (p = 0.03), utilisation
moindre de lavement (p = 0,04), et moins de selles dures (p = 0,01) par rapport au groupe
placebo. Bien que, dans le groupe des probiotiques, il y avait une diminution significative de
la douleur abdominale (p = 0,03) (Bu et al.,, 2007; Salvatore et Vandenplas, 2010).
Inversement, et dans une autre étude sur 84 enfants souffrant de constipation, I’ajout de
Lactobacillus rhamnosus GG (10° ufc / jour) au lactulose comme traitement standard n’a
donné aucun avantage supplémentaire (Banaszkiewicz et Szajewska, 2005; Salvatore et
Vandenplas, 2010).

6.6. Maladies inflammatoires de I'intestin

La maladie inflammatoire de I'intestin est une inflammation chronique et récurrente
qui affecte généralement le c6lon ou l'intestin gréle. Elle comprend la rectocolite
hémorragique qui se définit comme une atteinte inflammatoire du rectum, et la maladie de
Crohn ou I’inflammation est localisée dans tout le tube digestif et se manifeste par des

symptémes comme les diarrhées, des douleurs abdominales, et la perte de poids.

De nombreuses préparations différentes de probiotiques dont Lactobacillus rhamnosus GG, L.
johnsonii LA1, E. coli Nissle 197, VSL#3 (une combinaison de S.thermophilus, B. breve, B.
longum, B. infantis, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, and L. bulgaricus), L. reuteri, et L.
salivarius ont été étudiées dans les maladies inflammatoires de l'intestin soit dans des études

sur les animaux ou des essais cliniques (Pintado et al., 2014).
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Le mécanisme d'action qui prend en charge les effets positifs des probiotiques sur les
MII est encore peu claire. Cependant, il est bien évident que les différentes bactéries
probiotiques agissent par des voies multiples plutdt que, par un seul mécanisme commun. Les
principaux mécanismes d'action possibles des probiotiques comprennent I’antagonisme contre
les agents pathogenes via la sécrétion de composes bactéricides, la suppression des médiateurs
pro-inflammatoires, I'induction des facteurs de protection, 1’amélioration de la prolifération

des cellules épithéliales et I’inhibition de l'apoptose (Pintado et al., 2014).
6.7. Maladies allergiques

Les maladies atopiques comme l'eczéma, la rhinite allergique et lI'asthme sont des
troubles allergiques chroniques dont la prévalence a augmenté considérablement au cours des
20 dernieres années. Nombreuses preuves suggerent que les souches probiotiques vivantes
sélectionnées peuvent étre efficaces dans la prévention des maladies allergiques (Lahtinen et
Endo, 2012).

Certaines études suggérent qu'il existe une relation entre les maladies allergiques et la
composition de la microflore intestinale. Sepp et al. (2005) ont constaté que les
bifidobactéries ont été moins détectés chez les enfants souffrant de maladies allergiques que

chez les enfants en bonne santé (Brunser et Gotteland, 2010).

Une diminution de I'eczéma atopique chez les nourrissons issus de familles atopiques
a été observée, lorsque les méres ont recu Lactobacillus rhamnosus GG avant I'accouchement
et pendant l'allaitement. Kalliomaki et al. (2007) ont démontré que 1’administration de
Lactobacillus GG confere un effet protecteur contre le développement de 1’eczéma, persistant
jusqu'a 7 ans d’age. Ce qui signifie que I’administration de microorganismes probiotiques
avant l'accouchement, et 6 mois apres, laisse une empreinte dans le systtme immunitaire de
I'ndte qui persiste pendant des années et empéche le développement des manifestations

atopiques (Brunser et Gotteland, 2010).
6.8. Cancer

La consommation de viande rouge cuite, en particulier la viande grillée au barbecue, et
une faible consommation de fibres sont rapportées a jouer un réle majeur dans I'apparition du
cancer colorectal. La flore colique est également signalée pour provoquer la carcinogenése
médiée  par des enzymes microbiennes telles que pB-glucuronidase, azoréductase et

nitroreductase, qui convertissent les procarcinogenes en carcinogénes (Shah, 2007).
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L'effet anticancéreux des bactéries probiotiques est rapporté comme étant due a la
suppression des sources de procarcinogenes ou les enzymes qui conduisent a leur formation,
I’amélioration de I'équilibre de la microflore intestinale, la normalisation de la perméabilité
intestinale conduisant a la prévention ou le retardement de l'absorption des toxines, le
renforcement des mécanismes de barriére intestinale, et I'activation de facteurs cellulaires non
spécifiques (telles que les macrophages et les cellules natural Killer par I'intermédiaire de la

régulation de la production d'interféron- y (Shah, 2007).

Il a été rapporté que certaines souches de L. acidophilus et Bifidobacterium spp ont la
capacité de diminuer le taux des enzymes telles que la B-glucuronidase, la azoréductase et
nitroréductase responsable de I'activation des procarcinogénes et par conséquent, réduire le
risque de développement de tumeurs (Yoon et al., 2000; Shah, 2007). Des études sur
I'hnomme ont montré que l'ingestion de L. acidophilus ou Lactobacillus casei entraine une
réduction des niveaux des enzymes dans les selles de volontaires (Senok et Botta, 2005). L.
acidophilus, L. plantarum L. rhamnosus et Bifidobacterium produisent des acides gras a
chaine courte, ces composés sont rapportés a inhiber la production de produits cancérigenes

en réduisant les activités enzymatiques (Fotiadis et al., 2008).

Une étude portant sur I'impact de la consommation de probiotiques sur le cancer a
montré des résultats prometteurs, elle a démontré que I'utilisation de L. casei Shirota (présente
dans la préparation «Yakult») a réduit le taux de récurrence du cancer superficiel de la vessie
(Aso et al., 1995; Senok et Botta, 2005).

7. Application des probiotiques dans les aliments

L'intérét pour les bactéries probiotiques et leur application dans des produits
alimentaires a augmenté tout au long des deux derniéres décennies, Avec la mise au point
actuelle sur les aliments fonctionnels, les produits probiotiques sont plus populaires que

jamais (Sondergaard, 2005).

Les produits contenant des bactéries probiotiques se trouvent généralement sous deux
formes: les compléments alimentaires sous forme de comprimés ou de gélules et les produits
alimentaires comme le yogourt et le lait fermenté, la gamme des produits disponibles continue
a s’élargir, des progres importants ont été réalisés au cours des derniéres décennies dans le
développement de produits laitiers contenant des probiotiques, telles que les laits fermentés,

creme glacée, divers types de fromages, formules pour bébés, lait en poudre, les desserts
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laitiers glacés, boissons & base de lactosérum, la creme sure, le babeurre, le lait liquide normal
et aromatisé (Mohammadi et Mortazavian, 2011). Toutefois, en gardant & I'esprit la forte
prévalence de l'intolérance au lactose, différents produits probiotiques non laitiers tels que les
produits végétariens , produits a base de céréales, jus de fruits, des produits a base de soja,
desserts & base d'avoine, produits de confiserie, céréales pour petit déjeuner et les aliments
pour bébé ont été développés au cours des dernieres années (Tripathiet Giri, 2014). Il est
estimé que en 2008, le marché mondiale des compléments probiotiques (Pilules, gélules) lui

seul valait environ 1,5 milliard $ (Heller, 2009; Champagne et al., 2011).

Afin d'obtenir les effets souhaités pour la santé, les bactéries probiotiques doivent étre
capables de se développer dans le lait (certains organismes peuvent ne pas étre en mesure de
croitre dans le lait, par exemple Lb. rhamnosus GG), et de survivre en nombre suffisant. Il a
été suggeré que les organismes probiotiques doivent étre présents dans le produit alimentaire
a une concentration minimale de 10° ufc g /1, ou une dose journaliére devrait étre d'environ
10° ufc g/1, I’association Japonaise des laits fermentés et des bactéries lactiques a mis le point
sur un chiffre standard qui recommande la présence d’un minimum de 107 ufc/ml de

bactéries lactiques viables dans les produits laitiers (Tamime et al., 2005).

Le développement des aliments avec des doses adéquates de probiotiques au moment
de la consommation constitue un défi. Car, Plusieurs paramétres du processus alimentaire, les
ingrédients et les conditions de stockage peuvent influencer négativement la viabilité des
souches probiotiques dans le produit pendant le traitement et la durée de conservation
(Sondergaard, 2005).

8. Facteurs affectant la viabilité des probiotiques dans les laits fermentés

Plusieurs facteurs sont présumés avoir une influence sur la survie des souches
probiotiques dans les laits fermentés et d'autres aliments probiotiques. Dans les produits

laitiers fermentés la viabilité dépend principalement de:

8.1. Taux d'inoculation

Le niveau d'inoculation des probiotiques doit étre suffisamment élevé pour assurer un
nombre de cellule minimum 1.10° ufc/g & la fin de la période de conservation. Etant donné
qu'une diminution de la viabilit¢ d'environ 1 unité de log a la fin d’une longue durée

conservation est fréquente, Le taux initial devrait étre min 1.10°ufc / g de lait, pour assurer
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une bonne viabilité dans le lait fermenté pendant la fermentation et la période de conservation,
il est recommandé d'ajouter les souches probiotiques avant la fermentation.
8.2. Les ingrédients alimentaires et les additifs

les ingrédients dans les aliments peuvent avoir un effet protecteur, neutre, ou nuisible
a la stabilité des probiotiques (Mattila-Sandholm et al., 2002), d'ou la compatibilité des
probiotiques avec différents ingrédients alimentaires joue un réle important dans leur survie.
Les additifs généralement utilisés dans l'industrie alimentaire comprennent différents types de
sucres, les édulcorants, les sels, les composés aromatiques (diacétyle, l'acétaldéhyde et
I'acétoine), des agents aromatisants et des colorants naturels ou artificiels, la nisine, la
natamycine et le lysozyme (vinderola et al., 2002). Ces additifs peuvent affecter
considérablement la croissance et la viabilité des bactéries probiotiques.
8.3. Oxygéne

L'exposition a I'oxygéne pendant la fermentation joue un rdle majeur dans la perte de
la viabilité des bactéries sensibles a I'oxygéne (Gaudreau et al., 2013; Tripathi et Giri, 2014).
La tolérance de lI'oxygéne chez les bactéries probiotiques est souche dépendante, mais en
général les lactobacilles sont plus tolérants a I'oxygene que les Bifidobacterium spp en raison
de la nature anaérobie de ce dernier (Sondergaard, 2005). Plusieurs méthodes ont été utilisées
pour réduire la teneur en oxygéne pendant la fermentation. Le plus important est
I'accomplissement de la fermentation sous vide (Cruz et al., 2007; Tripathi et Giri, 2014).
Pour réduire la teneur en oxygéne pendant le conditionnement et le stockage des aliments
probiotiques, des méthodes comprennent I'emballage sous vide, utilisation des matériaux
d'emballage avec une faible perméabilité a I'oxygene, l'ajout d'antioxydants et fixateurs
d'oxygeéne au produit, et le contréle du processus de production de telle sorte de minimiser
I’entré d'oxygene dissous dans le produit (Tripathi et Giri, 2014).
8.4. Température de stockage

La viabilitt des bactéries probiotiques pendant le stockage est inversement
proportionnelle a la température de stockage (Gardiner et al.,, 2000). Les produits
alimentaires contenant les probiotiques doivent étre de préférence conservés a une
température de 4-5 °C (Tripathi et Giri, 2014).
8.5. Le pH

La survie des probiotiques au cours du stockage est considérablement influencée par le
pH et l'acidité titrable des produits (Mortazavian et al., 2010). Une tres faible valeur du pH
augmente la concentration d'acides organiques non dissociés dans les produits fermentés, en

améliorant ainsi I'effet bactéricide de ces acides. Les boissons comme les jus de fruits avec de
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faibles valeurs de pH possedent un défi important pour les probiotiques (Tripathi et Giri,
2014).
8.6. La dureée de conservation

La durée de conservation des produits fermentés peut aller jusqu'a 42 jours, il est
important que le taux d'inoculation des probiotiques doit étre suffisamment élevé pour
assurer un nombre de cellule minimum 1.10° ufc/g & la fin de la période de conservation
(Sondergaard, 2005).
8.7. Température de fermentation

La température de fermentation est I'un des facteurs importants qui affectent la
viabilité des micro-organismes probiotiques et méme autres parameétres qualitatifs des
produits fermentés contenant des probiotiques. La température favorable pour la croissance
de la plupart des probiotiques est comprise dans l'intervalle de 37- 43 °C (Tripathi et al.,
2014). La température de fermentation optimale pour les cultures starter de yaourt est
comprise entre 40-43°C, cette température est adaptée pour certains probiotiques, mais pas
tous les probiotiques. L.casei et L.rhamnosus sont mésophiles préférant une température
d’environ 37°C, pour les bifidobacterium et L. acidophilus la température optimale est souche
dépendante (Sondergaard, 2005). De ce fait, le temps d'exposition a une température plus

élevée doit étre plus court afin de sauver les probiotiques.
8.8. L’interaction entre les souches

Des cultures mixtes des ferments lactiques et de bactéries probiotiques sont
couramment utilisées dans la fabrication des laits fermentés et des fromages probiotiques.
Dans ces combinaisons bactériennes, les interactions entre les différentes souches peuvent
entrainer une stimulation, inhibition ou une absence d'effets sur le taux de croissance

microbienne et l'activité métabolique (Vinderola et al., 2002).

La combinaison la plus appropriée de ferments starter et bactérie probiotique doit étre
déterminée en utilisant un processus de sélection pour évaluer I'impact des différents starters
sur les propriétés sensorielles et sur la survie de la souche probiotique. L'impact négatif sur la
survie probiotique in vitro et in vivo devrait également étre prise en considération, car la
survie des bactéries probiotiques peut étre influencée par des métabolites formés par le
ferment starter tel que I'acide lactique, le peroxyde d'hydrogéne et les bactériocines (Mattila-
Sandholm et al., 2002).
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9. Systeme international de numérotation des additifs alimentaires

Le systeme E, développé par I'Union européenne (Officiellement la Communauté
économique européenne) fournit une liste de nombreux additifs couramment utilisés, elle
comprend les additifs qui sont généralement reconnus comme sir dans les Etats membres
permettant ainsi aux aliments de se déplacer d'un pays a l'autre au sein de I'Union européenne
qui a adopté des directives fixant les critéres d'évaluation des additifs. Le Comité scientifique
européen de l'alimentation humaine (SCF) surveille la sécurité des additifs en fonction des
criteres établis, des directives spécifiques ont eté établies pour les édulcorants, les colorants et

autres additifs alimentaires (Larry Branen et Haggerty, 2001).

Le comité du codex sur les additifs alimentaires et les contaminants (CCFAC) a mis au
point un systéme international de numérotation pour les additifs alimentaires (SIN) en vue de
fournir un systeme numérique, internationalement reconnu, permettant I'identification des
additifs alimentaires dans les listes d'ingrédients, au lieu et place de la déclaration du nom
spécifique qui est souvent assez longue et d'une structure chimique complexe (codex
alimentarius). Le systéme (SIN) est basé sur le systeme E mais il est plus large, congu comme
systéme d’identification pour les additifs alimentaires approuvés pour étre utilisés dans un ou

plusieurs pays (Larry Branen et Haggerty , 2001).
10. Types d'additifs alimentaires

Les additifs peuvent étre divisés en six grandes catégories: les conservateurs, additifs
nutritionnels, agents aromatisants, agents colorants, agents texturants, additifs divers.

Plusieurs additifs servent souvent plus d'une fonction dans les aliments.
10.1. Conservateurs

Ces additifs sont regroupés dans la catégorie des conservateurs dans le systeme SIN. Il existe
essentiellement trois types de conservateurs ajoutés aux aliments (Larry Branen et Haggerty,
2001);

» Les antimicrobiens, avec des numéros E et SIN allant de 200 a 290, sont utilisés pour
contrbler ou empécher la croissance des microorganismes. Ils jouent un role majeur
dans I’extension de la durée de vie de nombreux snacks et plats cuisinés (Davidson et
al., 2001).
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» Les antioxydants (SIN 300-326 et E300-E326), sont utilisés pour empécher
I'oxydation des lipides et / ou des vitamines dans les produits alimentaires. Ils sont
utilisés principalement pour prévenir I'auto-oxydation et le développement ultérieur du
rancissement et de la saveur désagréable. Ils varient des substances naturelles telles
que les vitamines C et E aux produits chimiques synthétiques comme I'hydroxyanisole
butylé (BHA) et [I'hydroxytoluéne butylé (BHT). Les antioxydants sont
particulierement utiles pour conserver les aliments secs et surgelés pendant une
période de temps prolongée (German, 2001).

> Les agents anti-brunissement sont des produits chimiques utilisés pour prévenir le
brunissement enzymatique et non enzymatique dans les produits alimentaires, en
particulier les fruits secs ou les légumes. Les plus couramment utilisés dans cette
catégorie sont la vitamine C (E300), l'acide citrique (E330) et le sulfite de sodium
(E221), ces additifs sont classés comme des antioxydants ou des conservateurs dans le
systeme SIN, conservant les mémes nombres que dans le systeme E.

10.2. Additifs nutritionnels

Le terme «additif nutritionnel» peuvent étre utilisés pour désigner I'addition de
vitamines, de minéraux, d'acides aminés, d'acides gras, ainsi que d'autres composes chimiques
purs aux aliments afin d'améliorer ou de maintenir la qualité nutritionnelle des aliments
(Swanson et Evenson, 2001). Les additifs nutritionnels ne sont pas inclus comme classe
fonctionnelle dans les systemes de numérotation SIN ou E, bien que plusieurs sont inclus

dans d'autres classes fonctionnelles et servent plusieurs fonctions dans les produits.

Les additifs nutritionnels peuvent étre utilisés pour restaurer les nutriments aux
niveaux trouveés dans I'aliment avant le stockage, I'emballage, la manipulation et le traitement
comme l'enrichissement des produits céréaliers, des farines de mais et du riz, aussi pour
améliorer I'état nutritionnel ou de corriger l'infériorité nutritionnelle dans un aliment qui
remplace un aliment plus traditionnel nutritionnel. L’exemple est la fortification des boissons
de petit déjeuner avec la folacine (vitamine B9) et la vitamine C, ils sont également ajoutés
pour d'autres fins, les vitamines C et E peuvent étre utilisé pour des propriétés antioxydantes;
le béta-caroténe peut étre utilisé pour donner la couleur. Dans ces cas, les consommateurs
obtiennent & la fois un avantage fonctionnel et un avantage nutritif (Swanson et Evenson,
2001).
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10.3. Colorants

La plupart des colorants sont utilisés pour améliorer I'attractivité globale de I'aliment. Un
certain nombre d'additifs naturels et synthétiques sont utilisés pour colorer les aliments. Les
colorants sont inclus dans le systéme E comme E100-E180 et dans le SIN comme 100-182, il
y a eu beaucoup de controverse concernant leur utilisation. Bien que les colorants
synthétiques continuent & étre largement utilisés, un intérét significativement accru pour les

colorants naturels a été constaté (Lee et Khng, 2001).

Tableau 2. Colorants synthétiques autorisé a utiliser dans le monde (Thorngate, 2001).

Nom commun Numeéro E Les pays permettant
Rouge allura AC E129 C,US

Bleu Brillant FCF E133 C,EEC"J, US
Erythrosine E127 C,EEC, J,US
Le vert solide FCF E143 us

Indigotine E132 C, EEC, J,US
jaune Coucher de E110 EEC, US
soleil FCF

Tartrazine E102 C,EECSJ,US
Amarante E123 C, EEC?

Noir Brillant BN E151 EEC

Le brun FK E154 EEC
Carmoisine E122 EEC®™

Brun Chocolat HT E155 EEC'

Le bleu patenté V E131 EEC'

Ponceau 4R, Rouge E124 EEC,J
cochenille A

Jaune de quinoléine E104 EEC'

Rouge 2G, E 128 EEC?
Azogéranine

Jaune 2G E107 EEC

Vert S E142 EEC®™

2:C-Canada, CEE-Communauté économique européenne, J-Japon, US-Etats-Unis, b autorisés

uniquement au Danemark, en Irlande et aux Pays-Bas, ¢ autorisé uniquement en Irlande et aux Pays-
Bas, ¢ autorisé uniquement en Irlande, ® non autorisé en Finlande,” Non autorisée au Portugal, ¢ Non
autorisé en Suéde.
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10.4. Aromatisants

Les agents aromatisants comprennent le plus grand nombre d'additifs utilisés dans les

aliments. Il existe trois principaux types d'additifs aromatisants, les édulcorants, les ardmes

naturels et synthétiques, et les exhausteurs de saveur ;

Edulcorants : les plus couramment utilisés sont le saccharose, le glucose, le fructose
et le lactose, Le saccharose étant le plus populaire. Cependant, ces substances sont
généralement classees comme des aliments plutét que comme des additifs. Les additifs
les plus couramment utilisés comme édulcorants sont les édulcorants a faible teneur en
calories ou non caloriques tels que la saccharine et I'aspartame (Salminen et
Hallikainen, 2001).

Il'y a plus de 1700 substances naturelles et synthétiques utilisé pour aromatiser les

aliments. Ces additifs sont, dans la plupart des cas, des mélanges de plusieurs produits

chimiques et sont utilisés pour remplacer les ardbmes naturels (larry Branen et Haggerty,

2001).

Les exhausteurs de saveur (SIN 620-642 et E620-E640), un exhausteur de saveur
est une substance qui est ajoutée a un aliment pour compléter ou améliorer son goQt ou
sa saveur originale. Les substances les plus couramment utilisées sont le L-glutamate

monosodique, le 5'-inosinate disodique et le 5'-guanylate disodique. (Sugita, 2001).

10.5. Texturisant

Sont utilisés pour ajouter ou modifier la texture générale des produits alimentaires, Les

émulsifiants et les stabilisants sont les principaux additifs dans cette catégorie (Larry Branen
et Haggerty, 2001);

Emulsifiants (SIN 429-496) comprennent des substances naturelles telles que la
lécithine (SIN 322) et des mono- et diglycérides ainsi que d’autres dérivés
synthétiques. Le rdle principal de ces agents est de permettre la dispersion des ardbmes
et des huiles dans le produit alimentaire.

Stabilisateurs comprennent plusieurs gommes naturelles telles que le carraghénane et
des amidons modifiés, ils ont été utilisés pendant plusieurs années pour fournir la
texture désirée dans des produits tels que la creme glacée. Ils sont également utilisés

pour empécher I'évaporation et la détérioration des huiles aromatiques volatiles.
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Il existe de nombreux autres produits chimiques utilisés dans les produits alimentaires a
des fins spécifiques mais limitées, inclus les différents adjuvants de traitement tels que les
agents chélatants, les enzymes et les agents antimousse, agents de finition de surface,

Catalyseurs, et divers solvants, lubrifiants et propulseurs (Larry Branen et Haggerty, 2001).
11. Les bienfaits des additifs alimentaires
Les avantages tirés de I’utilisation des additifs alimentaires se répartissent généralement en :

e Les avantages pour la santé qui réduisent certains risques pour la santé ou fournissent
certains avantages comme l'amélioration de la nutrition ; Les nitrites qui ont des effets
antibotulinaux et peuvent donc réduire le risque de botulisme dans les viandes traités,
La salubrité nutritionnelle est augmentée par I'enrichissement et la fortification de
certains aliments de base, tels que le pain, le lait et le sel, avec des vitamines et des
minéraux elle pourrait étre considérée comme un moyen de prévention des maladies
de carence comme le scorbut, le béribéri ou le goitre (Sumner et Eifert, 2001).

e Fournir des avantages liés a I'abondance, la diversité et la disponibilité économique :
La disponibilité des additifs a permis la production de nombreux aliments hors-saison

et une variété de nouveaux produits alimentaires (larry Branen et Haggerty, 2001).
12. Risques d’additifs alimentaires

Bien qu'il soit admis que, grace aux additifs, un plus grand choix et une plus grande variété
d'aliments ont été rendus disponibles, il existe un certain nombre de préoccupations

concernant les risques potentiels a court et a long terme de I'utilisation des additifs.

Les réactions d'hypersensibilité a certains additifs peuvent avoir un impact direct et
sévere sur les personnes sensibles, méme lorsque les produits chimiques sont utilisés a des
niveaux légalement acceptables. Les gens qui sont sensibles aux additifs contenant du soufre,
en particulier ceux qui souffrent d'asthme, sont & un plus grand risque de souffrir d'une
réaction allergique a des niveaux élevés de sulfites (larry Branen et Haggerty, 2001).

L’hyperactivité est définie comme un trouble complexe appelé trouble déficit de
I'attention avec ou sans hyperactivité associant trois symptdmes majeurs dont l'intensité varie
selon la personne: le déficit de I'attention ; I’hyperactivité motrice ; I'impulsivité. Certaines
études ont lié certains additifs alimentaires a I'hyperactivité chez les enfants. Une étude

britannique récente a révélé que les enfants sans antécédents d'un trouble hyperactif ont
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montré des degrés divers de I'hyperactivité apres avoir consommé des boissons aux fruits avec
différents niveaux d'additifs, parmi ceux qui ont été étudiés sont: benzoate de sodium (E211),
tartrazine (E102), jaune de quinoléine (E104), jaune Coucher de soleil (E110), Carmosine
(E122), rouge Allura (E129). Ces additifs interviendraient au niveau du systeme nerveux,
provoquant une anomalie des récepteurs neuronaux, responsables de I’hyperactivité (McCann
etal., 2007).

Le cancer et les problémes de reproduction sont des préoccupations majeures, bien
qu'il n'existe aucune preuve directe liant la consommation d'additifs et leur occurrence chez
I'nomme, il existe cependant des études sur les animaux qui ont indiqué des problémes
potentiels avec certains additifs. Bien que la plupart de ces additifs aient été interdits, certains
continuent d'étre utilisés, le plus notable étant la saccharine (larry Branen et Haggerty, 2001).
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Matériel et Méthodes
1. Isolement des bactéries lactiques
1.1. Origine des échantillons

Les échantillons du pollen frais ont été collectés durant la période qui s’étale du mois
d’avril au juin de ’année 2013. Les échantillons ont été prélevés dans quatre régions en
Algérie ; Constantine, Guelma, Blida et Bordj Bou Arreridj. Le pollen frais a été récupéré par
la technique de trappe a pollen, Les prélevements ont été effectués aseptiquement dans des
flacons stériles, transporté au laboratoire a une température de 4 °C et examinés dans un
délai de 24 h.

1.2. Isolement des bactéries lactiques

Deux gramme de chaque échantillon de pollen sont ajoutes & 100 ml de bouillon MRS;
Apres agitation vigoureuse le mélange est mis a incuber pendant 72 heures a 30°C. Une série
de dilution décimale est réalisée dans de I’eau physiologique stérile, 100ul de chaque dilution
est étalé sur le milieu MRS agar précédemment stérilisé et coulé dans des boites de Pétri
stériles de 9 cm de diametre. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C / 48h dans des

conditions d’anaérobiose.

Les colonies isolées représentatives des bactéries lactiques sont sélectionnées et purifiées sur
gélose MRS. Seulement les bactéries a Gram positif et catalase-négatives sont maintenues

dans un bouillon MRS.

1.3. Conservation des isolats

Les souches pures des bactéries lactiques sont ensemencées sur une gélose MRS
inclinée incubées a 30°C, maintenues a 4°C pour une conservation de courte durée, un

repiquage des souches est nécessaire chagque quatre semaine sur bouillon MRS.

Pour une conservation de longue durée les souches pures sont conservées dans un bouillon

MRS contenant 20% (v/v) de glycérol et maintenues a -20°C.
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1.4. Identification des bactéries lactiques
1.4.1. Examen macroscopique

Les colonies bien isolées obtenues sont observées sous la loupe binoculaire pour

déterminer leurs caractéristiques culturales.
1.4.2. Examen microscopique

Chaque colonie est observée sous microscope optique (au grossissement x100) apres
une coloration de Gram pour déterminer le caractére Gram, la forme des cellules ainsi que

leur mode de regroupement.

1.4.3. Recherche de la catalase

Elle est mise en évidence en émulsionnant une colonie a tester dans une solution
fraiche d’eau oxygéneée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant traduit la
décomposition de 1’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme a tester (Guiraud, 2003).

1.4.4. Production de CO, a partir de glucose

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires , il consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO,). Le milieu
MRS sans citrate et extrait de viande contenant des cloches de Durham inversées et remplis
entierement de bouillon est utilisé. Aprés I’inoculation avec une culture bactérienne jeune et
incubation a 30°C pendant 48h, les tubes sont examinés (Mdller, 1990). Les souches
hétérofermentaires croissent et produisent le CO, qui s’accumule dans la cloche,

contrairement aux homofermentaires qui croissent sans produire le CO,,
1.4.5. Températures de croissance

Le bouillon MRS en tube est inoculé par une culture jeune de bactéries et incubé a 45,
10, et 15°C pendant 48 h et 7 jours respectivement. La croissance est appréciée par
comparaison a un tube témoin du milieu non inoculé et incubé sous les mémes conditions
(Carr et al., 2002).

1.4.6. Croissance apH 9.6 et 4.4

Le bouillon MRS en tubes ajusté a pH 9.6 par une solution de NaOH, et a 4.4 par une
solution de HCI, est inoculé par une culture jeune des bactéries lactiques et incubé a 30°C
pendant 72h (Carr et al., 2002).
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1.4.7. Croissance en présence du NaCl

Le bouillon MRS a 6,5% et 18% NaCl est inoculé par une culture jeune des bactéries.
Les tubes sont incubés a 30°C pendant 72h, la croissance est vérifiée par la formation de
trouble et comparaison a un tube témoin non inoculé et incubé dans les mémes conditions
(Carr et al., 2002).

1.4.8. Hydrolyse de I’arginine

Le test est mis en évidence sur le bouillon de Reddy. Des tubes contenant 5ml de
milieu sont inoculés avec une culture jeune et incubés a 30°C pendant 5 jours. Les bactéries
utilisant ’arginine libérent I’ammoniac ce qui alcalinise le milieu et entraine un changement

de couleur vers le pourpre (Meyer et al., 2004).
1.4.9. Hydrolyse de I’esculine

Le test est realisé sur le milieu gélose a 1’esculine, les souches sont ensemencé par
touche a la surface de la gélose (Joffin et Leyral, 2006). Aprés incubation a 30°C pendant 24 a

48 h, un résultat positif se traduit par I’apparition d’un noircissement autour de la colonie.
1.4.10. Identification biochimique

L’utilisation des hydrates de carbone par les bactéries lactiques isolées a été étudiée
sur microplaque selon la méthode de Parente et al. (1997). Les cellules d’une culture
bactérienne jeune sont récupérées par centrifugation (3000g / 15min), lavées deux fois avec
de I’eau physiologique stérile pour se débarrasser de toute trace de milieu de culture, le culot
bactérien est remis en suspension dans de 1’eau physiologique. 1ml d’une solution stérile (par
filtration sur membrane 0,22um) des sucres (Galactose, Fructose, Arabinose, Maltose,
Xylose, Mannose, saccharose, Raffinose, Sorbitol, Ribose, glucose, Lactose et Mannitol) est
ajouté a 9 ml MRS sans extrait de viande et additionné de 0,16 g/L pourpre de Bromocresol
(BCP) apH 7. Le mélange MRS-BCP+ sucre est distribué dans les puits de la microplaque
(180ul), qui sont ensuite inoculés par la suspension bactérienne (2ul). Pour créer les
conditions de I’anaérobiose, les puits sont recouverts par I’huile de paraffine. Les plaques

sont incubées a 30°C pendant 48h.

La galerie biochimique API 50 CHL (BioMérieux, France) est un systéme standardisé

associant 49 tests biochimiques permettant I’étude du métabolisme des hydrates de carbone
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des microorganismes. L’ensemencement de la galerie a été réalisée selon les instructions du

fabricant, une premiere lecture est faite aprés 24 heures et la seconde apres 48 heures.
2. Potentiel technologique
2.1. Pouvoir acidifiant

Des pré-cultures sont préparées par I’inoculation des souches lactiques (1%) dans des
tubes contenant le lait écrémé (10 ml) et incubées a 30°C jusqu’a la coagulation du lait. le
contenu du tube (lait coagulé) est transvase stérilement dans 100 ml de lait ecrémé stérile
(Sahnouni, 2013). Apres homogénéisation. Le mélange est répartit dans des tubes stériles a
raison de 10 ml/tube, les cinétiques d'acidification sont réalisees simultanément aux
intervalles de temps réguliers suivants : Oh, 2h, 4h, 6h, 8h et 24h. L’acidité est déterminee

par ;

» Titrimétrie en mesurant la quantité d’acide lactique produite ,05 gouttes de
phénolphtaléine (1% dans I’éthanol) sont ajoutées a 1I’échantillon du lait et le titrage se
fait avec du NaOH (N /9) goutte a goutte et sous agitation magnétique jusqu'a la
neutralisation de I’acide qui se traduit par l'apparition d'une couleur rose persistante
(Figure 3). le volume de NaOH utilisé est noté. L'acidité est exprimée en degré
Dornic; 1 °D= V naon X 10 dont Vnaon est le volume de la soude coulée pour
neutraliser I'acidité. 1°D = 0,1 g/1 d'acide lactique.

» pH-métrie en mesurant le pH directement par pH-métre, a chaque fois qu'on procéde

au dosage de I'acide lactique.
2.2. Activité protéolytique

Le test est réalisé sur gelose PCA et gélose MRS additionnées de lait ecrémé stérile,
a 1% et 2% lait, I’ensemencent se fait par touche. La protéolyse est révélée par la présence

d’un halo claire autour des colonies (Gessass et al., 2012).
2.3. Activité lipolytique

Cette activité a été recherchée sur un milieu gélose au tween 20 et tween 80 (Gessass
et al., 2012). Les souches sont ensemencées par touche a la surface de la boite de Pétri,

I’activité lipolytique est révélée par la présence d’un précipité blanc autour des colonies.
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2.4. Activité amylolytique

L’activité amylotytique a été recherchée sur un milieu gélose a 1’amidon selon la
méthode de (Taheri et al., 2009). Les souches sont ensemencées en strie, aprés une incubation
de 24h a 30°C, la solution de Lugol est versée sur les plaques pour detecter les zones claires

d'activité amylotytique.
2.5. Activité antifongique

La méthode de double couche décrite par Magnusson et Schnirer, (2001) a été
utilisée pour 1’évaluation de I’activité antifongique des bactéries lactiques isolées. Chaque
souche de bactérie lactique (culture de 18h) est ensemencée en deux stries de 2 cm a la
surface seche du milieu MRS, aprés une incubation a 30°C pendant 48h en anaérobiose
(figure 4). Les boites sont ensuite recouvertes avec 10 ml PDA agar (0.8% agar) contenant
10* spore /ml du champignon Aspergillus niger 2CA936, Aspergillus flavus NRRL3357
(collection des souches du laboratoire de microbiologie appliquée). Aprés une incubation

pendant 48 h a 25°C les zones d’inhibition sont évaluées autour de chaque strie.
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Incubation en
anaérobiose a
30°C pendant
48h
Ensemencement par deux
stries sur gélose MRS

N
7

N

Culture jeune (18h)
de la bactérie
lactique

Vv
10ml gélose PDA molle
(0,7%) agar inoculé par

le champignon (10
spore /ml)

Formation d’une zone
d’inhibition

Figure 3. Mise en évidence de 1’activité antifongique (Magnusson et Schniirer, 2001).

Incubation en
aérobiose a
25°C pendant
48h
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2.6. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des bactéries lactiques isolées contre six bactéries
pathogénes ; Salmonella typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 25922,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10876 et Listeria innocua CLIP 74915 (collection des souches du laboratoire de
microbiologie appliquée), a été évaluée par la méthode des spots sur agar décrite par Fleming
et al. (1975), qui consiste a cultiver deux souches bactériennes dans le méme milieu en double
couche (figure 5). Une culture jeune des bactéries lactiques est ensemencée en touche sur la
surface seche de la gélose MRS, aprés une incubation en anaérobiose a 30°C pendant 24 h, les
plaques de gélose ensemencées sont recouvertes avec 7 ml de BHI en gélose molle (0,7%
agar) inoculée avec 1% d’une culture jeune de bactéries pathogénes. Aprés 24 heures
d'incubation a 37°C, I’apparition d’une zone claire autour des spots est considérée comme une

inhibition positive.
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Ensemencement par
touche sur gélose MRS

g
7

Culture jeune (18h)
de la bactérie
lactique

7ml gélose BHI molle
(0,7%) agar inoculée
avec la souche
pathogene (1%)

Incubation en
aérobiose a 37°C
pendant 24h

Formation d’un
halo claire autour
du spot indiquant
la présence d’une
activité inhibitrice

Figure 4. Mise en évidence de I’activité antibactérienne par la méthode des spots sur agar

(Fleming et al., 1975).
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3. Potentiel probiotique
3.1. Résistance au pH acide

La Résistance des souches lactiques aux conditions de pH bas a été évaluée selon la
méthode décrite par Maragkoudakis et al. (2006) et Guo et al. (2010) avec quelques
modifications. Les cellules d’une culture jeune de chaque souche sont recueillies par
centrifugation (3000 g, 15 min). Les culots sont lavés deux fois avec une solution stérile du
PBS (pH 7.2) et remises en suspension. 1 ml de chaque suspension est ajouté a 9 ml d'une
solution de PBS stérile dont le pH est ajusté a 2.0 et 3.0 respectivement par du HCI (4N). Les
suspensions sont agitées au vortex pendant 10s et ensuite incubées a 37°C pendant 3 h. La
viabilité des bactéries est déterminée par des dilutions en cascade et dénombrement sur gélose
MRS.

3.2. La tolérance aux sels biliaires

La tolérance aux sels biliaires a été déterminée selon la méthode de Tulumoglu et al.
(2013) et Argyri et al. (2013). Les cellules d’une culture bactérienne jeune sont collectées par
centrifugation (3000g, 15 min). Le culot est lavé deux fois et remis en suspension dans une
solution stérile de PBS (pH7.2). 1 ml de la suspension bactérienne est ajouté a 9ml PBS stérile
additionné de 0.3% sels biliaires. Apres incubation a 37°C pendant 4h, la viabilité des

souches est déterminee par des dilutions en cascade et dénombrement sur gélose MRS.
3.3. Hydrophobicité

L'hydrophobicité a été mesurée selon la méthode de Rosenberg et al. (1980). Les
bactéries lactiques sont cultivées dans un bouillon MRS a 30°C en anaérobiose pendant 18 a
24 h, les cellules sont récupérées aprés centrifugation a 3000 g pendant 15 min, lavées deux
fois et remises en suspension dans du tampon K;HPO, (50 mM, pH 6.5) . La densité optique
de la suspension (Ay) a été ajustée entre 0,8 et 1,0 a 560 nm. Un volume de 0,6 ml de toluéne
est ajouté a 3 ml de la suspension bactérienne. Le mélange est agité par vortex pendant 120
secondes. Les tubes sont laissés au repos a 37°C pendant 30 minutes pour séparer les deux
phases. La phase aqueuse est soigneusement récupérée et la densité optique (A) est mesurée a

560 nm. Le pourcentage d’hydrophobicité est calculé selon 1’équation suivante ;

H (%) = [(Ao — A)/Ao) x 100].
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3.4. Autoagrégation

L’autoagrégation a été reéalisée selon la méthode de Xu et al. (2009) avec des
modifications mineures. Les cellules d’une culture bactérienne fraiche sont récupérées par
centrifugation a 4000 g pendant 10 min, le culot bactérien est lavé deux fois avec du tampon
PBS et remis en suspension dans la méme solution. La densité optique de la suspension est
ajustée (Aon) = 0,5+ 0,02 a 600 nm. La suspension bactérienne (3 ml) est agitée par vortex
pendant 10 s. Apres incubation a 37°C pendant 2 h, la densité optique du surnageant est

mesurée a 600 nm (A, ) et le pourcentage d'auto-agrégation est exprimé en ;
%Autoagrégation = 1 - (A2 n/Aon) X 100.
3.5. Sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des souches aux antibiotiques a été évaluée selon la méthode de
diffusion des disques d’antibiotiques sur milicu gélosé, selon les recommandations du comité

de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (2013).

Une suspension bactérienne est préparée a partir d’une culture jeune de 18-24h dans une
solution d’eau physiologique stérile. Les disques d’antibiotique; chloramphénicol,
streptomycine, Nitroxoline, Céfotaxime, Pénicilline G, Pristinamycine, Cefixime,
Ciprofloxacine, Tobramycine, I'acide Nalidixique et colistine (Tableau 3) sont déposés a
I’aide d’une pince stérile sur la surface du milieu MRS ensemencé préalablement par la

culture bactérienne par la méthode d’écouvillonnage.

Aprées incubation a 30°C pendant 24h les zones d’inhibition observées autour des disques
sont mesurées et les résultats sont exprimés en sensible (S) ou résistante (R) selon les normes

du Comité de I'antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie (2013).
3.6. Activité hémolytique

Des cultures fraiches sont étalées en stries sur gélose TSA additionnée de 5% sang
humain, incubées pendant 48 h a 30°C. Les boites sont examinées pour des signes de B-
hémolyse (zones claires autour des colonies), a-hémolyse (zones de tons verts autour des

colonies), ou y-hémolyse (pas de zones autour des colonies).
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Tableau 3. Liste des antibiotiques utilisés.

Antibiotique Symbole | Charge du Famille Cible
disque

Céfixime CFM | 5ug , . I

i Céphalosporine Inhibition de la synthése
Céfotaxime CTX | 30ug ) _

_ _ de la paroi cellulaire

Pénicilline G P 10U Pénicillines
streptomycine S 10ug Aminosides
Tobramycine TOB | 10ug inhibition de la synthése
chloramphénicol C 30 ug Phénicoles des protéines
Pristinamycine RP 15 ug Streptogramines
Nitroxoline NO 30ug quinolones
Ciprofloxacine CIP 5ug inhibition de la synthese
I'acide NA 30pg fluoroquinolones de 'ADN
Nalidixique
colistine CL 15ug Polypeptide La membrane

4. Croissance et survie des probiotique en présence des additifs alimentaires

L'effet des édulcorants et des additifs alimentaires sur la croissance des probiotiques a
été évalué par la méthode de croissance en milieu liquide décrite par Vinderola et al. (2002)
et Georgieva et al. (2009). Des cultures jeunes (18h) des souches probiotiques sont inoculées
(2%) dans des tubes a essai contenant le milieu MRS additionné des additifs alimentaires avec
les concentrations appropriées mentionnees dans le tableau 4, Un tube contenant la culture
microbienne sans additif est utilisé comme témoin. La croissance des souches est mesurée par
spectrophotometre (600 nm) apres incubation a 30°C pendant 24 h en présence et absence des
additifs. La viabilité des souches est exprimée en pourcentage de densité optique par rapport

au témoin ;
% Cellules viables = (D.O. échantillon / D.O. témoin) x 100

Les valeurs inférieures a 30% sont inacceptables, supérieures a 70% sont considérées

satisfaisantes, les valeurs comprises entre les deux limites sont considérées comme faibles.

44




Matériel et méthodes

Tableau 4. Liste des additifs alimentaires

additif Origine Concentrations %

Unité de production
) 003 006 0.1 (pIv)
aspartame de boissons gazeuses

ANNOUNA (Guelma)
Edulcorants

Unité de production

acesulfame-K | de boissons gazeuses | 0.018 0,035 (p/v)
ANNOUNA (Guelma)
Sucre Saccharose PROLABO 6 12 (p/v)
Sel NaCl SIGMA 1 2 (pv)
Fraise CHR HANSEN 0.1 0.4 (Viv)
Ardmes péche CHR HANSEN 0.1 0.4 (VIv)
vanille CHR HANSEN 0.1 0.4 (VIV)

5. Effet de présence des additifs alimentaire sur ’hydrophobicité

Les souches probiotiques sont cultivées dans un bouillon MRS a 30°C additionné des
additifs alimentaires avec les concentrations appropriées mentionnées dans le tableau 4
pendant 18 a 24 h, les cellules sont récupérées apres centrifugation a 3000 g pendant 15 min,
lavees deux fois et remises en suspension dans du tampon K,HPO, (50 mM, pH 6.5). La
densité optique de la suspension (Ao) est ajustée entre 0,8 et 1,0 a 560 nm. Un volume de 0,6
ml de toluene est additionné a 3 ml de la suspension bactérienne. Le mélange est agité par
vortex pendant 120 secondes. Les tubes sont laissés au repos a 37°C pendant 30 minutes pour
séparer les deux phases. La phase aqueuse est soigneusement récupérée et la densité optique

(A) est mesurée a 560 nm. Le pourcentage d’hydrophobicité est calculé selon I’équation ;
H (%) = [(Ao — A)/Ap) x 100].
6. Effet de présence des additifs alimentaires sur I’Autoagrégation

Les souches probiotiques sont cultivées dans un bouillon MRS additionné des additifs
alimentaires avec les concentrations appropriées (tableau 4) a 30°C pendant 18 a 24 h. Les
cellules sont récupérées par centrifugation a 4000 g pendant 10 min, le culot bactérien est

lavé deux fois avec du tampon PBS et remis en suspension dans la méme solution. La densité
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optique de la suspension est ajustée (Agn) = 0,5+ 0,02 a 600 nm. La suspension bactérienne
(3 ml) est agitée par vortex pendant 10 s. Apres incubation a 37°C pendant 2 h, la densité
optique du surnageant est mesurée a 600 nm (A, ) et le pourcentage d'auto-agrégation est

exprimé en ;
% Autoagrégation = 1 - (Azn/Aon) X 100.

7. Effet de présence des additifs alimentaires sur I’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne en présence des additifs alimentaires a été évaluée contre
deux bactéries pathogenes ; Salmonella typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC
25922, par la méthode des spots sur agar décrite par Fleming et al. (1975). Une culture jeune
des bactéries lactiques est ensemencée en touche sur la surface seche de la gélose MRS
additionné des additifs alimentaires avec les concentrations appropriées mentionnées dans le
tableau 4, aprés une incubation en anaérobiose a 30°C pendant 24 h. Les plaques de gélose
ensemencées sont recouvertes avec 7 ml de BHI en gélose molle (0,7% agar) inoculée avec
1% d’une culture jeune de la bactérie pathogéne. Apres 24 heures d'incubation a 37°C, le

diamétre de la zone claire autour des spots est mesuré.
8. Effet de présence des additifs alimentaires sur I’activité protéolytique

L’évaluation de I’activité protéolytique a été réalisée sur la gélose PCA —lait écrémeé
(2%) additionné des additifs alimentaires avec les concentrations appropriées mentionnées
dans le tableau 4, les souches probiotiques sont ensemencées par touche sur la surface séche

de la gélose. La protéolyse est révélée par la présence d’un halo claire autour des colonies.
9. Effet de présence des additifs alimentaires sur I’acidification

Des pré-cultures sont préparées par 1’inoculation des souches lactiques (1%) dans des
tubes contenant le lait écrémé (10 ml) et incubées a 30°C jusqu’a la coagulation du lait. Les
souches (lait coagulé) sont ensemencées dans 100 ml de lait écrémé stérile additionné des
additifs alimentaires avec les concentrations appropriées mentionnées dans le tableau 4.
Aprés homogénéisation. Les flacons sont incubées a 30°C pendant 24h, des prélévements du
lait sont réalisées simultanément aux intervalles de temps réguliers suivants : Oh, 2h, 4h, 6h,

8h et 24h. L’acidité est déterminée en mesurant le pH directement par pH-métre.
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Pour évaluer I’effet des additifs alimentaires sur I’autoagrégation, 1’hydrophobicité et
I’activité antibactérienne, les données sont analysés par le logiciel GraphPad Prism

(5.00.288), le test ANOVA-2 ways a été utilisé avec le post-test de Bonferroni (P<0,05).
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Résultats et discussions

1. Isolement des bactéries lactiques

Cinguante souches de bactérie lactique ont été isolées a partir du pollen frais sur milieu MRS,

seulement 37 souches ont été retenues et conservées.
1.1 Examen macroscopique et microscopique des cultures

L’observation macroscopiques des cultures sur milieu solide sous la loupe
binoculaire, nous a permis d’observer des colonies de taille variable de 0.5 mm a 2 mm, de

forme arrondie a contour régulier et de couleur blanchéatre.

L’observation microscopique des isolats sous microscope optique et apres coloration
de Gram a révélé deux formes de cellules; la forme batonnet qui prédomine avec 89.18% qui
varie entre bacille court et coccobacille, les cellules sont isolées ou en chainettes. La forme
cocci présente 10.81% de la totalité des souches, les cellules sont disposées en paires ou en

chainettes.
1.2. Identification biochimiques et physiologiques des isolats

Tous les isolats se sont révélés étre Gram positif et catalase négative ce qui est
caractéristique des bactéries lactiques.

Le type fermentaire des bactéries lactiques isolées a été déterminé sur bouillon MRS
sans citrate et extrait de viande, les résultats montrent que tous les isolats se développent sans

production de gaz ce qui confirme leur caractére homofermentaire.

Les bactéries lactiques isolées ont été identifiées en se référant aux ouvrages " The
prokaryotes " (Dworkin et al., 2006), " The genera of lactic acid bacteria” (Holzapfel et
Wood, 2012) et " Lactic acid bacteria: Biodiversity and taxonomy " (Holzapfel et Wood,
2014).
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1.2.1. Caractéristiques des isolats rattachés au genre Enterococcus

Trois isolats (LB16, LB21, LB40) sont homofermentaires, ADH positif, se développent a
10°C bien que a 45°C. Capables de croitre a 6.5% NaCl et non a un pH de 9.6, sous
microscope ils se présentent en forme de cocci en paire, formant parfois des petites
chainettes. Ces caractéristiques sont attribuées au genre Enterococcus. Ils sont pré-identifiés a
I’espéce Enterococcus faecalis ; ils sont ADH positives, fermentent le mannitol mais pas
I’arabinose, le raffinose, et le xylose. Le tableau (5) résume les caractéristiques des souches

Enterococcus faecalis.

Les deux espéces classique bien connue Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium sur lesquels la description du genre a été fondée, partagent un certain nombre de
caractéristiques communes qui les distinguent des autres cocci a Gram positif et catalase
négative, anaérobie facultative ; leurs capacité a croitre, les deux a 10°C et 45°C, a 6,5%
NaCl et a un pH de 9,6. Les autres espéces, ajoutées par la suite au genre, peuvent ne pas

présenter une ou plusieurs de ces caractéristiques. (Holzapfel et Wood, 2012)

Les Enterococcus sont des bactéries ubiquistes associées a des habitats variés tels que
le sol, plantes, I'ensilage, les eaux, le tractus gastro-intestinal de I’homme et des animaux
(Giraffa, 2003). Elles ont des implications importantes dans l'industrie laitiére, dont elles
jouent un rdle important dans le développement des caractéristiques organoleptiques dans
une variété de fromages. Les Enterococcus productrices de bactériocines sont utilisés en co-
culture dans la fabrication des fromages pour minimiser le risque de contamination du lait et

du fromage par les bacteries d'altération (Listeria spp, Clostridium sp) (Laukova, 2011).

Les entérocoques sont aussi des pathogénes opportunistes pour ’homme, sont considérés
parmi les bactéries les plus impliquées dans les infections nosocomiales, telles que la

bactériémie, I'endocardite et les infections des voies urinaires (Morandi et al., 2006).
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Tableau 5. Caractéristiques morphologiques, biochimiques, physiologiques et profil fermentaire des sucres d’Enterococcus faecalis

Caractéristiques morphologiques Caractéristiques biochimiques et physiologiques profil fermentaire des sucres
isolat @ @ )
82 |85 |g |8|gS|lz |o |o |% |T|e| B|8/8|8|g|2|c|8|2|g|8 8|2
o 38 L8 5] | ac S S © < | o s | 8|l |lo|lcs | | |5 0| 8| 8| ¢c
22 |23 |§ |£/7°2|2 |8 |2 |g |z|z| =|E|E S| s|6lE|S|2 3|8]s
<g |<g |9 |g|FE[T |7 |Y |§ |5|5| 6|4 |s|s|x|€|8|5|3|x|?|T|E
3 2 & pa Alal< 8| & a
£ £
LB16 Coccien | + — | homo | + + + + + |- |+ + = [+ = |+ [+ |- |- |+ |+
paires
@
[«B}
o
S
LB40 | Cocci |+ |= |homol+ [+ [+ [+ [+ [—- |+ + = |+ [= [+ [+ |= |= |+ |+
(%2}
2 en
w5 © | Paires,
Q =
£3
LB21 | '€ |Coccien |+ — | homo | + + + + + |- |+ + |- [+ [= [+ [+ |= = |+ |+
o = |paires
'%E
2 3

homo: homofermentaire, ADH: production de 1’arginine dihydrolase,
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1.2.2. Caractéristiques des isolats rattachés au genre Pediococcus

Une seule souche (LB32) cocci sphérique dont les cellules sont divisées dans deux
directions perpendiculaires pour former des tétrades, homofermentaire, elle est ADH
positive, capable de croitre a 6.5% NaCl, a 10°C et a 45°C, ne se développe pas a pH 9.6, ni a
18% NaCl (ces caractéristiques distinguent le genre Pediococcus du genre Tetragenococcus
(Dworkin, 2006). Cette souche est rattachée au genre Pediococcus (Holzapfel et Wood,
2012).

L’étude du profil fermentaire de la souche a montré qu’elle fermente le maltose, le
mannose, le fructose, le galactose, et le ribose, ne fermente pas le xylose, le raffinose, le
mannitol, et le sorbitol. Elle est pré-identifiée a I’espece Pediococcus pentosaceus, le tableau

(6) résume les caractéristiques de la souche.

Les Pediocoques partagent leurs habitats avec de nombreuses bactéries lactiques, elles
peuvent étre isolées des matieres végétales, des boissons fermentées, de la viande, des
produits laitiers, de I’homme et des animaux (Franz et al., 2014). Wilderdyke et al. (2004) ont
rapporté que les especes Pediococcus acidilactici, Ped. pentosaceus, Ped. parvulus, Ped.
inopinatus et Pediococcus stilesii font partie de la flore normal des plantes, des fruits et des

végetaux.

Pediococcus pentosaceus joue un réle primordial dans la fermentation de nombreux aliments,
elle peut jouer un réle dans la fermentation et la maturation des fromages, notamment dans les

mélanges ou 1’ardme forte est nécessaire (Ogier et al., 2002; Franz et al., 2014).
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Tableau 6. Caractéristiques morphologiques, biochimiques, physiologiques et profil fermentaire des sucres de Pediococcus pentosaceus

Caractéristiques morphologiques Caractéristiques biochimiques et physiologiques profil fermentaire des sucres
isolat o
3 g g 2| 8
g g 1= X S 21 a9 & o | 3| 8| = b -
8% |82 | (8|8 |z |o |o |2 & |3 |9 S1g|18|8|g|8|c|8|s|g|glgls
a O 8 o o = E 2 ° o = — < S| == L S| 8| £ 35| 8 S| = =
28 |28 |6 |§|& |< |2 |¥ |3 ® T |ZT | §|F|8|2|2| 8/ 8|8|5/2|2| 8|8
3 kS °lg 2 z 2lal< 2| g|x|? ol |2
S S S
|_
LB32 Cocci
Colonies peﬁ?es
+ - + + + + — + — + + | - |+ | - + | - - -+ |+
Ilg;%es’ formant homo
' des
tétrades

Homo: homofermentaire, ADH : production de I’arginine dihydrolase
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1.2.2. Caractéristiques des isolats rattachés au genre Lactobacillus

Les 33 bacilles lactiques sont homofermentaires, ADH négatif a I’exception de 3 souches,

capables de croitre a 6.5% NaCl et a pH 4.4. Toutes les souches peuvent se développer a

10°C, la majorité a 45°C. Ne peuvent pas croitre a pH 9.6. Ces résultats, permettent de

rattacher les isolats au genre Lactobacillus. Le tableau (6) regroupe les caractéristiques des

souches Lactobacillus.

vingt isolats n’hydrolysent pas I’arginine a 1’exception de deux, hydrolyse I’esculine,
se développent a 15°C, fermentent le ribose, le raffinose a I’exception d’un seul isolat,
le mannitol, le mannose, le maltose et le saccharose. Ne fermentent pas le xylose et
I’arabinose. IIs sont été pré-identifiés a Lactobacillus plantarum .

Cing isolats n’hydrolysent pas 1’arginine, mais hydrolysent 1’esculine, peuvent se
développer a 15°C et non a 45°C. fermentent le mannitol, le ribose et le saccharose. ne
fermentent pas le raffinose, le xylose et le sorbitol. Ces isolats ont été pre- identifiés a
Lactobacillus paraplantarum.

Sept isolats n’hydrolysent pas 1’arginine, hydrolysent 1’esculine, se développent a
15°C et a 45°C, fermentent le ribose, le saccharose, le galactose, le glucose, le fructose
et le mannitol. Ces isolats ont été pré-identifiés a Lactobacillus casei.

Un seul isolat hydrolyse I’arginine et ’esculine, croit a 15°C et non a 45°C, fermente
le saccharose, le mannose et le galactose. Ne fermente pas le sorbitol, le xylose,

I’arrabinose et le ribose. 11 a été pré-identifié a I’espéce Lactobacillus farciminis.
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Tableau 7. Caracteristiques, biochimiques et physiologiques des isolats appartenant au genre Lactobacillus
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Dix isolats appartenant au gnere Lactobacillus ont été sélectionnés selon les résultats de
I’activité antimicrobienne pour étre identifi¢ par APISO CHL, les résultats montrent que
toutes les souches sont identifiées en tant que Lactobacillus plantarum. Le tableau (8)

représente les résultats de profil fermentaires des souches sur AP150 CHL.

Dans la littérature, peu d'informations sont disponibles sur les bactéries lactiques
provenant des fleurs et du pollen. Stirling et Whittenburg (1963) ont suggéré que les
bactéries lactiques ne font pas partie de la microflore normale de la plante, ils ont indiqué le

role des insectes dans la propagation de ces microorganismes.

Vasquez et Olofsson (2009) ont étudié la présence des bactéries lactiques dans le pollen et le
pain d’abeille, ils ont constaté que la flore lactique isolée du pollen et du pain d’abeille est
semblable a celle de I’estomac des abeilles, les deux genres isolés sont Lactobacillus et
Bifidobacterium. Ils ont confirmé par cette étude le réle important de ces bactéries dans la
fermentation lactique du pain d’abeille répondant ainsi, a la question de comment les abeilles

ont standardisé le processus de fermentation du pain d'abeille.

Belhadj et al. (2010) ont isolé a partir du pollen 90 souches de bactéries lactiques,
appartenant aux genres Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus,

Pediococcus et Leuconostoc.

Dans une étude récente Belhadj et al. (2014) ont isolé 567 isolats de bactéries lactiques a
partir des grains de pollen cru, parmi 216 souches activent contre les bactéries pathogenes, 54
isolats ont présenté une activité dans leurs surnageant neutre. 10 souches représentatives ont
été identifiées par séquencage partiel du géene de I'ARNr 16S, ils ont été attribuées a sept
espéces Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Lactococcus lactis, Lactobacillus
ingluviei, Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus acidipiscis et Weissella cibaria.

Nilsson (1956) a constaté que les bactéries lactiques prédominantes pendant la fermentation
de l'ensilage sont les streptocoques et les Lactobacilles, 1’espéce la plus fréquemment

identifiée était bien Lactobacillus plantarum.
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Tableau 8. Profil fermentaire de dix souches de Lactobacillus (AP1 50CHL)

Tests Souche LB8 LB11 LB12 LB15 LB27 LB5 LB18 LB35 LB45 LB22

Glycérol — — — + - _ _ _ _

I+

Erythritol - - — — — — _ _ _ _
D-Arabinose _

L-Arabinose - - - - - — _ _ _

D-Ribose + + + + + + + + + +

D-Xylose — - — - — — - _ _ _

L-Xylose - - — — — - _ _ _ _

D-Adonitol - - - - - - — _ — _

Méthyl-Rd- - - - - — — — _ _ _
Xylopyranoside

D-Galactose

D-Glucose

D-Fructose

D-Mannose

L-Sorbose - - - - - - — _ _ _

L-Rhamnose - — - - — - _ _ _ _

Dulcitol - — - — — _ _ _ _ _

Inositol

D-Mannitol + + + + + + + + + +

D-Sorbitol - - - - - - — _ _ _

Méthyl-Ad-
Mannopyranoside

+
+
+
+
+
+
+
[

[

[

Méthyl-Ad- - - - - - - _ _ _ _
Glucopyranoside

N-Acétylglucosamine + + + + + + + T T T
Amygdaline + + + + + + + + + +
Arbutine + + + + + + + + + +
Esculine + - + + + _ ¥ ¥ ¥ ;
Salicine + + + + + + + + + +
D-Cellobiose + + + + + + + + T ¥
D-Maltose + + + + + + + + + +
D-Lactose + + + + + + + + T ¥
D-Melibiose + + + + + + ¥ ¥ ¥ ¥
D-Saccharose + + + + + + + + + T
D-Trehalose + + + + + + + T T T
Inuline - - — _ _ _ _ _ — —
D-Mélézitose + + + + + + T T T "
D-Raffinose + — + + — _ —
Amidon (Starch) - — — - _ _ _ _ _ _
Glycogen — — - _ _ _ _ _ _ —
Xylitol — - - _ _ _ _ _ _ —
Gentiobiose + + + + + + + + T ¥
D-Turanose + + + + + + + + + +
D-Lyxose - — - - — _ _ _ _ —
D-Tagatose — — — — _ _ _ _ _ _
D-Fucose - - - _ _ _ _ — — —
L-Fucose - - - _ _ _ — — — —
D-Avrabitol — + — + + _ — — —
L-Arabitol - - - _ _ _ _ _ _ —
Potassium Gluconate + + - + + — + Z _ -
Potassium 2- - - - _ _ _ _ _ _ —
Cétogluconate
potassium 5- - - — _ _ _ _ — — —
KetoGluconate

8 & 8 & IS & & kS IS 8

3 5] 5] 3 3 3 5] s 3 5]

- | - - - - = - - -
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2. Potentiel technologique

2.1. Pouvoir acidifiant

L’acide lactique est 1’¢1ément principal de tous les produits laitiers acidifiés, auxquels
il donne leurs caractéristiques fondamentales (Djidel ,2007). Sa découverte en tant que «acide
de lait» par Carl Wilhelm Scheele en 1780 et les travaux ultérieurs par Louis Pasteur, Joseph
Lister, et Max Delbriick ont conduit a l'identification des bactéries lactiques comme les
micro-organismes impliqués dans la fermentation de l'acide lactique (Litchfield, 1996). Il
occupe une position privilégiée en raison de ses multiples applications dans 1’industrie
alimentaire, pharmaceutique, cosmétique, textile et chimique (John et al., 2007). Le pouvoir
acidifiant des bactéries lactiques est un critére principal lors de la sélection des souches a

intérét pour I’industrie agroalimentaire.

L’activité acidifiante de trente-six souches de bactéries lactiques a été évaluée ; par
pH-métrie en mesurant le pH (figure 5), et par titrimétric en mesurant la quantité d’acide
lactique produite exprimée en degré DORNIC (D°) en fonction du temps (figure 6). Nous
avons exclu La souche Pediococcus pentosaceus qui n’a pas coagulé le lait écrémé stérile

apres 24h d’incubation.

Les résultats montrent qu’au cours de 24h d’incubation dans le lait écrémé a 30°C, la
totalité des souches ont produit progressivement de I’acide lactique. Cette production a été

accompagnée par 1’abaissement de pH du milieu.

Pour les lactobacilles, aprés 24h la quantité maximale produite d’acide lactique a atteint une
valeur de 80, 78,70 D° par les souches LB9, LB8, LB6 respectivement. Tandis que la quantité
la plus faible 34 D° a été enregistrée par les souches LB14 et LB12. La valeur maximale
d’acide lactique produite par Les entérocoques a été de I’ordre de 48 D° par LB40, alors que

la plus faible a été 34D° par LB 16.

Les résultats du suivi de pH ont montrés une diminution progressive jusqu'a atteindre apres
24h une valeur minimale de 5.64 et 6.65 par LB36, LB24 et LB10 respectivement pour les
lactobacilles et pour les entérocoques la valeur minimale du pH atteinte est 5.74 par la souche
LB40.
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Figure 5. Variation du pH en fonction du temps des souches lactiques ; A: Lactobacillus LB1, LB2,
LB3, LB4, LB5, LB6. B : Lactobacillus LB7, LB8, LB9, LB10, LB11, LB12. C: Lactobacillus LB14, LB15, LB17,
LB18, LB19, LB20. D : Lactobacillus LB22, LB25, LB27, LB29, LB24. LB31. E: Lactobacillus, LB30, LB33,
LB34, LB35, LB36, LB42. F : Lactobacillus, LB43, LB45, LB46 et d’ Enterococcus LB16, LB40, LB21.
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Figure 6. Cinétique d’acidification des souches lactiques ; A: Lactobacillus LB1, LB2, LB3,
LB4, LB5, LB6. B: Lactobacillus LB7, LB8, LB9, LB10, LB11, LB12. C: Lactobacillus LB14, LB15,
LB17, LB18, LB19, LB20. D: Lactobacillus LB22, LB25, LB27, LB29, LB30, LB31. E: Lactobacillus
LB36, LB37, LB38, LB42, LB43, LB2. F: Lactobacillus LB35, LB45, LB46 et d’ Enterococcus LB16, LB40,

LB21.
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Les résultats obtenus de I’acidité produite aprés 24h d’incubation, nous ont permis de classer

les souches de Lactobacillus en 3 groupes:

Groupe 1 : représenté par une seule souche LB9 (3,03%) qui est classé entant que

souche fortement acidifiante dont ’acidité >79°D

Groupe 2: comprend 1llsouches (33,33%) elles sont considéréees moyennement

acidifiantes dont leur acidité se situe entre 40°D < acidité < 79°D.

Groupe 3 : contient 21 souches (63,63%) elles sont faiblement acidifiantes car leur
acidité est <40 D°

Les souches d’Enterococcus sont considérées comme faiblement acidifiantes (acidité est < 40

D°) a I’exception de la souche LB40 qui est moyennement acidifiante.

La diminution rapide du pH durant les étapes initiales de la préparation du fromage est
d'une importance cruciale, car elle est essentielle pour la coagulation et la prévention ou la
réduction de la croissance de la microflore indésirable. Tandis que, la dégradation de la
caséine joue un rble important dans le développement de la texture du fromage
(Sarantinopoulos et al., 2001). La totalité des souches montrent une vitesse d’acidification
lente A pH <1 aprés six heures d’incubation dans le lait écrémé. La capacité d’acidification
de la totalit¢ des souches des bactéries lactiques s’est révélée généralement faible. Car,
aucune souche n’a montré la capacité d’abaisser le pH au-dela de pH 5 apres 24 heurs

d’incubation dans le lait écrémé.

Dans cet esprit, les bactéries lactiques isolées du pollen semblent avoir peu d'importance en
tant que culture starter pour I’industrie des produits laitiers. Mais leur utilisation en tant que

culture mixte est possible.

Les résultats obtenus pour les Enterococcus rejoignent ceux de Ayad et al. (2004) et
Franciosi et al. (2009). Sarantinopoulos et al. (2001) ont trouvé qu’un total de 129 souches
d’Enterococcus faecium, E. faecalis et E. durans de différentes origines ont montré une

faible capacité d’acidification du lait.

Kandler et Weiss, (1986) ont signalé que les lactobacilles hétérofermentaire facultatifs
présentent un profil d’acidification lent.Cela peut expliquer en fait la faible capacité

d’acidification observé pour nos souches.
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2.2. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des isolats a ét€¢ recherchée sur deux milieux; le milieu
MRS a 1% et 2% lait écrémé, et sur le milieu PCA a 1% et 2% lait écrémé. L’activité
protéolytique positive se traduit par ’apparition d’une zone claire qui entoure les colonies de

la souche testée ensemencée en touche (figure 7).

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées ont présentés une
activité protéolytique positive sur les deux milieux MRS et PCA et avec les deux
concentrations du lait écrémé. Nos résultats sont en concordance avec plusieurs études
(Boulares et al., 2012; Essid et al., 2009; Ben moussa et al., 2008).

Le systéeme protéolytique des bactéries lactiques comprend trois composants
principaux; des protéases liées a la paroi cellulaire qui initient la dégradation de la caséine en
oligopeptides, des transporteurs de peptides et des peptidases intracellulaires qui hydrolysent

les peptides en acides aminés (Liu et al., 2010).

La protéolyse des bactéries lactiques joue un réle important dans la génération des
peptides, et des acides aminés nécessaires a leur croissance et a la production des métabolites
qui contribuent a la formation de saveur dans les produits fermentés (Liu et al., 2010).
Cependant, il est important de prendre en compte que les souches hautement protéolytiques ne
sont pas toujours plus adaptées a une utilisation en tant que ferments lactiques. Car, une
protéolyse excessive peut provoquer une production incontrélée de peptides amers et d'autres

composés indesirables (Nieto-arribas et al., 2009; Buffa et al., 2005).
2.3. Activité lipolytique

L’activité lipolytique des isolats lactiques a été recherchée sur le milieu gélose au
tween 20 et au tween 80. La lipolyse se manifeste par la formation d’une zone de précipitation
visible autour de la colonie résultant de la formation de cristaux du sel de calcium de l'acide
gras libéré (Janda, 2005).

Les résultats obtenus ont montré que I’activité lipolytique n’a été détectée que seulement
chez 13,51% des isolas, représenté par Pediococcus pentosaceus (LB32), Enterococcus
faecalis (LB16, LB40, LB21), Parmi les Lactobacillus seulement Lactobacillus casei (LB38)
a été lipolytique (figure 8).
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Il est généralement admis que I’activité lipolytique des microorganismes est importante
au cours de la maturation du fromage, elle contribue au developpement de la saveur (De
Apodaca et al., 1993). Les estérases ont été associées au développement de la saveur et la
texture du fromage grace a la lipolyse de la graisse du lait et la conversion des acides gras
libres produits en méthylcétones et thioesters, qui ont des implications en tant que composés
d'ardbme de fromage (Giraffa,2003).

L’activité lipolytique faible présentée par les souches pourrait étre en fait un avantage
pour leur utilisation en tant starters en industrie laitier. Car, une dégradation trés limitée de la
matiére grasse est suffisante pour induire la production d'ardbme, sans provoquer le

rancissement du produit final (Herrero et al., 1996).

L'activité lipolytique des entérocoques a été signalée précédemment (Sarantinopoulos
et al., 2001; Giraffa, 2003; Morandi et al., 2006), E. faecalis étant ’especes la plus
lipolytique, suivi de E. faecium et E. durans. Les Enterococcus sont reconnues pour leur role
dans le développement des caractéristiques organoleptiques pendant la maturation de
nombreux fromages (Giraffa, 2003). Montel et al., (1998) ont rapporté que les espéces du
genre Lactobacillus sont faiblement lipolytique.

2.4. Activité amylolytique

Aucune souche n’a présenté une activité amylolytique. Giraud et al., (1994) a
rapporté que la synthése de I'amylase est une caractéristique rare des bactéries lactiques.
L’absence de [D’activité amylolytique peut étre expliquée par I’absence de 1’inducteur
approprié dans le milieu de culture. Car, les activités enzymatiques sont généralement
inductible (Herrero et al., 1996).

Le tableau (9) résume les résultats obtenu pour 1’activité protéolytique, lipolytique et

amylolytique.
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Tableau 9. Activités protéolytique, lipolytique et amylolytique des souches lactiques.

souche

Activité Protéolytique

Activité Lipolytique

MRS 1%

MRS 2%

PCA 1%

PCA 2%

Tween 20

Tween 80

Activité
amylolytique

LB32

+

LB16

LB40

LB21

+ |+ |+ +

+ |+

LB1

LB2

LB3

LB4

LB5

LB6

LB7

LB8

LB9

LB10

LB11

LB12

LB14

LB15

LB17

LB18

LB19

LB20

LB22

LB24

LB25

LB27

LB29

LB30

LB36

LB35

LB46

LB38

LB31

LB42

LB43

LB45

LB37
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Figure 7. Activité protéolytiques sur MRS lait écrémé (a), PCA lait écrémé (b)

Figure 8. Activité lipolytique sur gélose au tween 80 (a), gélose au tween 20 (b)
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2.5. Activité antifongique
L’altération fongique des aliments et des aliments destinés aux animaux est un
phénoméne mondial commun qui, en plus de ses conséquences financiéres négatives, pose un

probléme de santé grave.

Aspergillus niger est connu comme contaminant des pates, des aliments transformés,
des aliments conserves et des produits de boulangerie en particulier dans les pays tropicaux.
Ce champignon peut se développer méme a basse température et a un pH de 2.5, il est I'un des
champignons les plus résistants (Pitt et Hocking, 1999; Muhialdin et al., 2011).

Aspergillus flavus est la principale espéce productrice d’aflatoxines B qui est I’'un des
plus puissants cancérogenes genotoxiques naturels. 11 est responsable de la contamination des
céréales, des graines oléagineuses, et des fruits a cogues (comme les arachides et les
pistaches), des épices de toutes sortes, des fruits secs, du café, des feves de cacao et des
produits laitiers (Anses,2012).

Un grand nombre de conservateurs chimiques qui ciblent la croissance des
champignons dans les aliments ont été approuvés et utilisés depuis de nhombreuses anneées, les
consommateurs cherchent et exigent des produits sans conservateurs chimiques et qui
maintiennent une bonne durée de vie (Muhialdin et al., 2011). Les bactéries lactiques ont été
utilisées pendant des siecles pour leur fermentation et leurs propriétés de conservation, a

travers la production des composés antimicrobiens.

L’activité antifongique de 37 bactéries lactiques envers Aspergillus flavus et
Aspergillus niger a été recherchée par la méthode de double couche. Les résultats obtenus ont
montré que 35,13% ont présenté une activité contre les deux champignons. Divers degré
d’inhibition ont été notés (figures 9, 10), 91,89% ont été actives contre Aspergillus flavus.
Tandis que, I’activité antifongique contre Aspergillus niger n’a été décelée que chez 40,54%.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau (10).

Six souches de Lactobacillus plantarum (LB14, LB15, LB10, LB8, LB7 et LB4) ont présenté

une forte inhibition contre les deux champignons testés.

Deux souches d’Enterococcus faecalis ont inhibé A. flavus, aucune n’a pu inhiber la

croissance d’A. niger. Pediococcus pentosaceus a faiblement inhibé A. falvus.
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Les bactéries lactiques produisent un large éventail de composés qui pourraient agir
de maniere synergique envers les levures et les champignons filamenteux (Magnusson et al.,
2003). Cabo et al. (2002) ont suggéré que I’activité antifongique des bactéries lactiques est
due a un effet synergique entre l'acide lactique produit par les bactéries et I'acide acétique issu
du milieu de culture MRS. De nombreuses études ont montré que les bactéries lactiques
produisent des composés antifongiques qui sont différents des acides organiques, ces
composés sont difficiles a isoler et a caractériser a cause de leurs faibles concentrations, leurs
composition chimique, étant des molécules actives en synergie avec une faible activité
individuelle, ou d'autres raisons inconnues (Nes et al., 2011). La majorité des substances
antifongiques purifiées ont été des composés de faible poids moléculaire comme ; 1’acide
phénylacétique, des dipeptides cycliques et des acides gras a chaine courte ou moyenne

(Schndrer et Magnusson, 2005).

Niku-Paavola et al. (1999) ont rapporté la production de composés antimicrobiens a faible
poids moléculaire autres que les acides organiques par Lactobacillus plantarum. La fraction
active contenant, I'acide benzoique, méthylhydantoine, mévalonolactone et cyclo- (glycyl-L-
leucyl) agissant en synergie avec l'acide lactique, elle était active a la fois contre Fusarium

avenacum et la bactérie Gram négative Pantoea agglomerans.

L'activité antifongique de Lactobacillus plantarum isolées a partir de matiéres
végeétales a été rapportée par d'autres auteurs (Magnusson et al. 2003; Sathe et al., 2007; Yang
et Chang, 2008; Laref et Guessas, 2013). Lavermicocca et al. (2000) a constaté que le filtrat
10 fois concentré d’une culture de Lactobacillus plantarum 21B isolée a partir de levain,
cultivée sur un milieu a base d’hydrolysat de farine de blé, a montré une activité antifongique
efficace contre Penicillium corylophilum, Penicillium roqueforti, Penicillium expansum,
Aspergilus niger, Aspergilus flavus et Fusarium graminearum. Nos résultats sont en accord
avec ceux obtenus par (Sahnouni, 2013), qui a signalé que I’activité inhibitrice des bactéries

lactiques contre A.niger est faible.
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Tableau 10. Activité antifongique des souches lactiques

Les souches | Aspergillus flavus | Aspergillus niger
LB32 + _
LB16 +++ —
LB40 + -
LB21 — —

LB1 ++ +++
LB2 ++ +++
LB3 +++ —
LB4 +++ +++
LB5 + —
LB6 +++ —
LB7 +++ +++
LB8 +++ +++
LB9 ++ —
LB10 +++ +++
LB11 ++ -
LB12 ++ ++
LB14 +++ +++
LB15 +++ +++
LB17 +++ +
LB18 ++ —
LB19 +++ +
LB20 +

LB22 + -
LB24 — ++
LB25 + —
LB27 + ++
LB29 ++ —
LB30 + +++
LB36 + -
LB35 ++ —
LB46 + -
LB38 + —
LB31 + —
LB42 ++ +++
LB43 + -
LB45 + -
LB37 —
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Figure. 9 Activité antifongique des souches lactiques LB7, LB8, LB24, et
LB27 contre Aspergillus niger

Figure. 10 Activité antifongique des souches lactiques LB3, LB4,
LB16 et LB17 contre Aspergillus flavus
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2.6. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des bactéries lactiques isolées du pollen a été étudiée par
antagonisme direct suivant la méthode décrite par Fleming et al. (1975). Seulement les
souches du genre Lactobacillus ont été testées pour leur action contre les bactéries pathogenes
suivantes : Salmonella typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 25922,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus
ATCC 10876 et Listeria innocua CLIP 74915.

Les résultats obtenus (tableau 11), ont montré que toutes les souches ont été efficaces
contre les bactéries pathogénes Gram-positives et Gram-négatives testées (figure 13). Les
diamétres des zones d'inhibition varient entre les souches, une zone d'inhibition maximale
était de 48 mm observée contre Salmonella typhimurium par la souche LB42. Un diameétre
minimum égal a 15,5 mm a été obtenu par la souche LB43 Lactobacillus paraplantarum

contre Listeria innocua.

Les résultats de I’effet inhibiteur sont illustrés dans la figure (12), Les lactobacilles ont
présenté un effet inhibiteur meilleur contre Staphylococcus aureus (38,30mm) suivis par
Salmonella typhimurium (36, 75mm) et Citrobacter freundii (36,22mm). Un effet similaire a
été enregistré contre Bacillus cereus et Escherichia coli (33,74 mm), (32,39mm)

respectivement. L’effet le plus faible a été obtenu contre Listeria innocua (19,5mm).

Parmi les bactéries indicatrices testées, Staphylococcus aureus a été la plus sensible
envers 1’action inhibitrice des souches de Lactobacillus les diamétres d’inhibition varient de
30,5 a 43,5mm. Salmonella typhimurium et Citrobacter freundii ont présenté une sensibilité
similaire dont les diamétres d’inhibitions varient de 27 a 48mm et de 29,5 a 40mm
respectivement. Bacillus cereus et Escherichia coli avaient le méme niveau de sensibilité

leurs diametres d’inhibition allant de 28,5 a 41mm et de 24,5 a 36,5 mm respectivement.
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Tableau 11. Activité antibactérienne des Lactobacillus contre les bactéries

pathogenes.
Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
especes code B.cereus | S.aureus | L.innocua | E.coli | S.typhimurium | C.freundii
LB1 30,5 38 21,5 34 34 31,5
LB2 31,5 33 23 32 41 35,5
LB3 34,5 38 17 35,5 37 31
LB4 29 41 17 34 36,5 34,5
LB5 40 42 22 31 37 39,5
LB6 41 40 19 31 36 37,5
= LB7 31 30,5 18,5 28 32 39
~ LB8 34,5 40 21 30 41 39
*g LB9 33,5 38,5 18,5 31 39 37,5
‘—g_ LB10 29 38 19,5 34 40 39,5
2 LB11 41 39 21,5 30 40,5 37
% LB12 37 40 22 32,5 35,5 34
3 LB14 36 41,5 19,5 36 41 37
*8 LB15 38 41,5 19,5 35 39 40
3 LB17 30 38,5 18,5 28 36 29,5
LB18 35 41 24,5 32,5 38 33
LB19 30,5 36,5 18 33 38,5 33,5
LB20 28,5 39,5 19,5 36,5 39,5 31
LB22 36,5 40 19,5 33,5 34 36
LB35 30,5 31 17 32,5 30,5 39
LB45 35 41 22 34,5 36 40
L.farciminis LB24 31,5 34 18 29,5 42 39,5
LB25 31,5 38 20 35,5 37,5 39
LB27 36 39,5 18,5 34 41 40
'S LB29 30,5 38 23 36,5 40 32,5
§ LB46 29,5 38,5 17,5 24,5 35 40
i LB38 35,5 31 19 25,5 31 34
LB30 35,5 36 17 35 33 34,5
LB36 35 43,5 23 33 33 40
L.paraplantar | LB31 32 41 20 34 33 33,5
um LB42 34,5 40 16,5 32 48 31
LB43 35 36 15,5 31 30,5 39,5
LB37 34,5 40 17 34 27 37,5
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Divers facteurs peuvent étre impliqués dans l'activité antimicrobienne des bactéries
lactiques, parmi ces facteurs la concurrence pour les nutriments, la diminution du pH suite a
la production d'acides organiques notamment I’acide lactique et acétique, en plus de la
production de divers composés tels que le peroxyde d'hydrogéne (H,O;) qui est connu
comme I’agent majeur de 1’activité antimicrobienne des bactéries lactiques particuliérement
celle des lactobacilles , le diacétyle (2,3-butanedione) qui est plus actif quand le pH du milieu
est inférieur a 7 (Salminen et al.,2004), des substances avec une action bactéricide ou
bactériostatique y compris les bactériocines et les bactériocine-like. (Ammor et al., 2006;

tulumoglou, 2013).

Il est accepté que les lactobacilles ont une activité inhibitrice contre de multiple
microorganismes entéropathogenes (Drago et al., 1997). Belhadj et al. (2014) ont constaté
que les bactéries a Gram négatif E. coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
et Shigella sp ont été trés sensibles a I’action des surnageants cellulaires de Lactobacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici et Pediococcus pentosaceus isolées du Pollen. Trias et al.
(2010) ont rapporté une bonne activité inhibitrice des bactéries lactiques provenant des fruits
et légumes contre les bactéries pathogénes et d'altération, tels que Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium et Escherichia coli. Ren et al. (2014) ont trouvé que les cultures
jeunes de dix souches de lactobacillus isolées des aliments fermentés et des intestins humain
ont fortement inhibées E. coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella

typhimurium et Klebsiella pneumoniae.

Il est bien connu dans la littérature que I’inhibition des bactéries lactiques est
meilleure pour les bactéries a Gram négatif que pour les Gram positif, ceci est dd a la
composition de la membrane externe des bactéries a Gram positif qui contiennent beaucoup
de peptidoglycanes qui protégent la membrane cytoplasmique de l'action des agents
antimicrobiens (Ammor et al., 2006; Ben moussa et al., 2008). Dans notre cas, l'activité
inhibitrice des Lactobacillus était plus importante envers les bactéries a Gram négatif (figure
12), Nous suggérons que cela peut étre associé a l'action de diacétyle, qui est produit par les
lactobacilles et qui est plus actif contre les bactéries Gram négatif, ce composé réagit avec les
protéines fixatrices de I’arginine des bactéries Gram négatif limitant ainsi I'utilisation de cet

acide aminé (Salminen et al., 2004).

Nous avons trouvé que listeria innocua a été moins sensible a I'action antimicrobienne des

Lactobacillus. Con et al. (2001) ont rapporté que L. plantarum 77 et 116 isolées de sucuk
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(saucisse seche épicée), présentaient une activité inhibitrice faible a moyenne contre Listeria
spp. par antagonisme direct. 1l a été signalé précédemment que Listeria monocytogenes est
plus sensible a certains composés antibactériens des bactéries lactiques comparant a Listeria

innocua (Mataragas et al., 2003).

Les souches de Lactobacillus isolées du pollen ont présenté un large spectre
d'inhibition contre les bactéries pathogénes, on peut attribuer 1’effet inhibiteur a n’importe
quel facteur antimicrobien produit par les souches ; la diminution du pH suite a la production
des acides organiques, le diacétyle, une bactériocine ou a une synergie entre ces facteurs.
Sachant que l'incubation des bactéries lactiques dans des conditions d’anaérobiose minimise

la production de peroxyde d'hydrogéne.
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N

Figure 13. Activité antibactérienne contre les bactéries pathogenes ; (a)
Bacillus cereus, (b) E. coli, (c) Staphylococcus aureus, (d) Salmonella
typhimurium.
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3. Potentiel probiotique

Dix souches de Lactobacillus identifiées en tant que Lactobacillus plantarum
présentant les meilleurs diametres de ’activité antibactérienne vis a vis les six bactéries

pathogénes, ont été sélectionnées afin d’étudier leur potentiel probiotique.

Pour survivre le passage a travers le tractus gastro-intestinal et exercer leurs activités
physiologiques, les probiotiques doivent étre capables de résister aux conditions acide de

I’estomac et aux sels biliaires dans le duodénum (Ren et al., 2014).
3.1. Résistance a faible pH

La résistance a l’acidit¢ de I’estomac constitue 1’un des principaux critéres de
sélection des souches probiotiques. L'acidité de lI'estomac humain varie de pH 1 a 4.5, la
digestion des aliments peut prendre jusqu’a 3h (Lin et al., 2006; Maragkoudakis et al., 2006).
L’étude de la survie des souches par des tests in vitro simulant les conditions du tractus
gastro-intestinal, pourrait donner une prédiction sur la survie effective de la souche in vivo
lorsqu'elle est consommée de facon non protégée (Zhang et al., 2011). Le pH du suc
gastrique est souvent maintenu a 3, un pH 2 pendant 3 h est souvent utilisé comme une

condition extréme de simuler les conditions dans I'estomac (Guo et al., 2010).

Dix souches de Lactobacillus plantarum ont été étudiées pour leur résistance aux
conditions acides a pH 2 et pH 3. Les résultats obtenus (tableau 12) ont montré que ; a pH 2
la viabilité de toutes les souches a été affectée, aprés une exposition de 3h seulement cing
souches pourraient résister avec des réductions dans leur nombre (ufc /ml) LB 8, LB 11, LB
12, LB 15 et LB 27. Alors que, les cinq autres souches n’ont pas survécu du tout. Le taux de
survie le plus élevé 6.30 ufc log / ml (70,86%) a été observé pour la souche LB8. Toutes les
souches de Lactobacillus plantarum examinés ont été résistantes a pH 3 apres 3 heures
d'exposition. ces résultats sont en accord avec des études précédentes (Guo et al., 2010; Ren
etal., 2014).

Maragkoudakis et al. (2006) ont étudiés le potentiel probiotique de 29 souches de
Lactobacillus isolées des produits laitiers, la résistance de ces bactéries a un pH entre 1 et 3 a
révélé que toutes les souches sont résistantes a pH 3 pendant 3h, et la plupart ont perdu leur

viabilité a | h dans un pH 1.
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Wang et al. (2010) ont déclaré la survie de 11 souches de Lactobacillus isolées des selles de

nourrissons et de la choucroute Taiwanaise a pH 3, seulement 7 isolats ont survécu a pH 2.

A pH 2 la plupart des souches ont résisté avec des diminutions dans leur viabilité, ce résultat a
été rapporté dans plusieurs études anterieures (Tsai et al., 2005; Guo et al., 2010; Tulomoglou
etal., 2013).

Nous avons testé la capacité de survie des souches de Lactobacillus plantarum en conditions
acides, les souches ont été mises en culture dans une solution du tampon PBS dont le pH (2 et
3) a été ajusté avec du HCI. Conway et al. (1987) ont signalé que le suc gastrique peut
conférer une certaine protection aux souches comparant avec le tampon a pH faible.
Cependant, Les souches probiotiques peuvent étre protégées par incorporation dans des
matrices alimentaires, ou par encapsulation afin d'éviter leur exposition aux pH extrémes dans

I'estomac (Prasad et al., 1998).

La capacité des bactéries lactiques de survivre a un pH bas est souche spécifique, ce
résultat a été suggeré par plusieurs études (Mishra et Prasard, 2005; Guo et al., 2010). La
tolérance des bactéries a I’acidité est également une condition préalable a leur utilisation en
co-culture. Elle permet aux souches de survivre pendant de longues périodes dans les aliments
tres acides, tels que le yaourt, sans une réduction importante dans leur nombre (Minelli et al.,
2004; Wang et al.,2010).

Tableau 12. Viabilité (log ufc / ml) et taux de survie des souches de Lactobacillus plantarum
a pH faible et en présence de 0,3% bile.

souche | (log ufc/mL) pH 2.0 taux de pH 3.0 taux de 0.3% bile taux de
initial (log ufc/mL) | survie? | (log ufc/mL) | survie? | (log ufc/mL) | survie?
LB5 8,76 0 0% 8.46 96.57% 8.04 91 .78%
LB8 8,89 6.30 70.86% 8.08 90.89% 7.62 85.71%
LB11 8.52 4.69 55.04% 8.18 96% 7.84 92.01%
LB12 8.65 4.52 52.25% 8.34 96.41% 8.32 96.18%
LB15 8.81 5.06 57.43% 8.54 96.93% 7.22 81.95%
LB18 9.32 0 0% 9.26 99.35% 8.29 88.94%
LB22 9.26 0 0% 9.17 99.02% 7.81 84.34%
LB27 9.27 4.95 53.33% 9.17 98.92% 8.07 87.05%
LB35 9.26 0 0% 8.98 96.97% 8.52 92%
LB45 9.49 0 0% 9.26 97.57% 8.06 84.93%

a: taux de survie = (ufc/mL) finale/ (ufc/mL) initiale x 100
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3.2. Résistance aux sels biliaires

La résistance a la bile est I'une des caractéristiques recherchées lors de la sélection des
bactéries probiotiques pour que le plus grand nombre possible de bactéries traversent le
duodénum en direction de leur site d'action, tout en restant viables et capables de se multiplier
(Izquierdo, 2009).

Les concentrations physiologiques appropriées de la bile humaine sont comprises entre
0,3% et 0,5% (Dunne et al., 1999). Une concentration de 0,3% est souvent considérée comme

critique pour la sélection des souches résistantes (Guo et al., 2010).

Les résultats obtenus (tableau 12), ont montré que la concentration de 0,3% de sels

biliaires n’a pas une grande influence sur la totalité¢ des souches. LB12 était plus tolérante

(96.18%), suivie par LB11 (92.01%), LB35 (92%) et LB5 (91.78%).

Les souches de Lactobacillus plantarum examinées présentaient une bonne survie dans
I'environnement simulant les conditions du duodénum a une concentration de 0.3%. L’effet
de la bile sur la viabilité des lactobacilles a été étudié par plusieurs auteurs (Maragkoudakis et
al., 2006). La plupart des études ont montré que la majorité des souches ont survécu bien dans

ces conditions.

Ren et al. (2014) ont révélé que les souches de Lactobacillus étudiées pour leur potentiel
probiotique ont présentaient une excellente tolérance a la bile a des concentrations de 0,3%
et 0,5%, ils ont méme présenté une résistance a 1% de sels biliaires, cette concentration qui

est d'environ trois fois la concentration de la bile dans I'intestin humain.

Guo et al. (2010) ont constaté qu’une concentration de 0.3% sels biliaire n’a présenté aucun
effet sur la totalité des bactéries lactiques obtenu a partir des excréments d'animaux, et la

plupart d'entre eux ont méme développé en présence de 1% bile.

Maragkoudakis et al. (2006) ont trouvé que la plupart des souches de Lactobacillus d’origine

laitiére pourraient bien survivre en présence de 0.3% de sels biliaires.

La capacité des lactobacilles a croitre dans la présence de la bile peut étre liée a la
capacité des souches de produire la bile hydrolase (BSH) (Tannock et al., 1989), qui est une
enzyme responsable de la déconjugaison des sels biliaires. Il a été suppose que la
déconjugaison des sels biliaires peut contribuer a la diminution du taux du cholestérol

sanguin, bien que le mécanisme d'action preécis reste incertain (Du toit et al., 1998).
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3.3. Hydrophobicité

L'hydrophobicité de la surface bactérienne peut &tre un bon indicateur pour le screening
des souches probiotiques potentielles (Xu et al., 2009). La capacité d’adhérer a la muqueuse
intestinale est un critére important pour la sélection des souches probiotiques (Tuomola et al.,
2001; Xu et al., 2009). L’hydrophobicité de la paroi cellulaire est I'une des propriétés
physico-chimiques qui facilitent le premier contact entre le microorganisme et les cellules
hotes (Guglielmotti et al., 2007). Kaushik et al. (2009) a suggéré que I'nydrophobicité permet
aux probiotiques d’adhérer et de résider dans les intestins de 1’hote plus longtemps pour
délivrer leurs effets bénéfiques. En effet, plusieurs mécanismes sont impliqués dans I'adhésion

des microorganismes aux cellules de I'épithélium intestinal (Vinderola et al., 2008).

La détermination de I'adhésion microbienne aux hydrocarbures est un moyen pour
estimer la capacité d'une souche a adhérer aux cellules épithéliales (Vinderola et Reinheimer,
2003). L’hydrophobicité des souches de Lactobacillus plantarum vis-a-vis le toluene a été
évalué. Les résultats obtenus (Figure 14) ont été entre 18% et 85%. Toutes les souches ont
présenté¢ des valeurs élevées d’hydrophobicité a I’exception de LBI5 qui a montré une

hydrophobicité faible (18%).
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Figure 14. Hydrophobicité des souches Lactobacillus plantarum.
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Vinderola et al. (2008) ont constaté que I’hydrophobicité de 19 souches de lactobacilles
d'origine humaine varie de 14% a 53%. Les mémes résultats sont trouvés par Ren et al. (2014)
avec des souches de Lactobacillus isolées a partir des aliments fermentés et des intestins
humains (14% - 59%). Nos résultats montrent qu’a I’exception d’une seule souche, toutes les
souches de Lactobacillus plantarum présentaient une hydrophobicité élevée. Les différences
dans I’hydrophobicité peuvent étre dues a des variations dans le niveau d'expression des

protéines de la surface cellulaire des souches d'une espece (Kaushik et al., 2009).
3.4. Autoagrégation

Les résultats de I’autoagrégation des souches de Lactobacillus plantarum sont
présentés dans la figure (15), les valeurs d’autoagrégation sont comprises entre 12,75% et
70,39%. LB27 a montré la plus grande capacité d’autoagrégation parmi toutes les souches
testées (70,39%) LB35 a été la plus faible (12,75%).

L’hydrophobicité et 1’autoagrégation sont considérés comme des caractéres nécessaires
a lI'adhérence. Car, ils facilitent la colonisation temporaire et protégent le systéme hote par la
formation de biofilm sur le tissu héte (Ren et al., 2014). La souche LB27 a présenté une
hydrophobicité et une autoagrégation élevée 82% et 70% respectivement. Notre résultat
s’accorde avec Ren et al. (2014) qui ont trouvé que parmi 9 souches de Lactobacillus deux
qui sont L. salivarius subsp. Salicinius et L. plantarum d’origines différentes (la premicre
isolée des intestin tandis L. plantarum est d’origine végétale), ont montré des valeurs
d’hydrophobicité et d’autoagrégation (59% et 43%, 46% et 34% respectivement) et une
capacité d'adhérence relativement élevées, les auteurs ont suggéré leur activité
immunomodulatrice dans le tractus gastro-intestinal. La capacité des souches de
Bifidobacterium spp. d'origine humaine pour adhérer aux lignées cellulaires Caco-2 et HT29 a
été associée a des valeurs élevées d'auto-agrégation et d'hydrophobicité (Pérez et al., 1998;
Del Re et al., 2000).
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Figure 15. Autoagrégation des souches de Lactobacillus plantarum.
3.5. Sensibilité aux antibiotiques

Les résultats de la sensibilité aux antibiotiques de dix souches de Lactobacillus plantarum
(tableau 13) dénotent qu’aucune souche n’était totalement sensible a tous les antibiotiques,
Toutes les souches se sont révélées sensibles au chloramphénicol, nitroxoline, pénicilline G,
céfotaxime, pristinamycine et a la streptomycine a I’exception de LB15, LB18, LB22. Les
souches LB15, LB18, LB27 ont été résistantes au céfixime, une résistance intermediaire a
été enregistrée chez les deux souches LB22, et LB45. Cependant, toutes les souches ont été
résistantes a la ciprofloxacine, la tobramycine, I'acide nalidixique et la colistine. Des résultats
similaires sont signalés précedemment (Herreros et al., 2005; Zhou et al., 2005; Ben moussa
et al., 2008). Ces résultats s’accordent aussi avec divers rapports indiquant que les bactéries
lactiques sont normalement résistantes aux principaux types d'antibiotiques, tels que f-
lactamine, les céphalosporine, aminoside, quinolone, imidazole, nitrofurantoine et
fluoroquinolone (Halami et al., 2000). La résistance des lactobacilles aux aminosides a été
signalée par Baumgartner et al. (1998), Katala et al. (2001), Coppola et al. (2005) et Zhou et
al. (2005).

Le chloramphénicol a exercé une action inhibitrice sur la totalité des souches testées, la
sensibilité des espéces de Lactobacillus au chloramphénicol et a la Pénicilline G a été

81



Résultats et discussion

constatée par de nombreux auteurs (Baumgartner et al., 1998; katala et al., 2001; Zhou et al.,
2005).

Tableau 13. Sensibilité aux antibiotiques des souches de Lactobacillus plantarum

C|NO|P|CFM |CTX |CIP |RP | TOB | NA |CL | S
LB5 |S |S S|S S R S R R R |S
LB8 |S |S S|S S R S R R R S
LB11 | S |S S|S S R S R R R S
LB12 |S | S S|S S R S R R R |S
LB15 |S | S S|R S R S R R R R
LB18 | S | S S|R S R S R R R R
LB22 | S |S S| S R S R R R R
LB27 |S | S S|R S R S R R R S
LB35 | S |S S|S S R S R R R |/
LB45 | S | S S| S R S R R R S

S : sensible | : intermédiaire R : résistante

La résistance a un certain antibiotique peut é&tre expliquée par la capacit¢ d’un
microorganisme a se développer en présence de 1’agent antimicrobien. Elle peut étre
intrinseque (naturelle) inhérente a un genre ou une espece bactérienne, ou acquise présente
dans certaines souches d’une espeéce habituellement sensible a un antibiotique donné
(Matheur et Singh, 2005). La résistance naturelle est stable, transmise a la descendance
(transmission verticale) lors de la division cellulaire, mais elle n’est généralement pas
transférable d’une bactérie a I’autre (transmission horizontale). Contrairement a 1’acquise qui
est souvent instable et peut survenir soit par mutation spontanée, soit par 1’acquisition de
genes par un autre micro-organisme, elle est transférable d’une bactérie a ’autre et méme a

des bactéries d’especes différentes (Carle, 2009).

Les bactéries lactiques participent a la production et la conservation des aliments
fermentés et des aliments destinés aux animaux, elles sont soit ajoutées entant que ferments
ou probiotiques pour aider I’homme et les animaux a reconstruire I'équilibre et la
composition du microbiote intestinal, en conférant un bienétre et une capacité de résistance a
I’invasion des pathogenes. Toutefois, l'attention est actuellement accordée aux bactéries

lactiques par rapport a leur role potentiel dans la propagation et la transmission des
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déterminants de la résistance aux antibiotiques dans les matrices alimentaires et dans le

tractus gastro-intestinale (Teuber et al., 1999; Ammor et al., 2007).

Des résistances probablement intrinséques aux céphalosporines, aminosides et
fluoroquinolones ont été observées chez les souches de Lactobacillus plantarum et qui ont été
rapportées dans la littérature. La résistance intrinséque n’est pas horizontalement transférable,

et elle ne pose aucun risque pour les bactéries non pathogenes (Mathur and Singh, 2005).
3.6. Activité hémolytique

L'absence d'activité hémolytique est considérée comme une condition de sécurité pour la
sélection des souches probiotiques (FAO/WHO, 2002). Aucune souche n’a présenté une
activité B-hémolytique sur gélose TSA au sang (5%). Des résultats similaires ont été déja
signalés (Maragkoudakis et al., 2006; Argyri et al., 2013).

4. Croissance et survie des probiotique en présence des additifs alimentaire

L'incorporation des bactéries probiotiques dans les différents produits laitiers
fermentés est actuellement un theme important avec des conséquences industrielles et
commerciales (Georgieva et al.,, 2009). Un certain nombre de produits laitiers sont
commercialisés comme contenant des bactéries probiotiques, le lait fermenté et les fromages
ont été décrits comme les plus appropriés pour l'administration de ces microorganismes
(Saarela et al., 2000; Lourens-Hattingh et Viljoen, 2001; Georgieva et al., 2009). Lors de la
conception d'un produit laitier les propriétés sensorielles souhaitées doivent étre pris en
compte en méme temps que la tolérance des microorganismes spécifiques aux produits
chimiques utilisés pour atteindre ces propriétés. En effet, ces produits contiennent une grande
variété de composés ajoutés dont leur influence sur les ferments lactiques et les souches
probiotiques ne sont pas tres bien connue. De ce fait, 1’évaluation adéquate de chaque souche

probiotique devient une étape importante pour une mise en ceuvre plus loin.

L'effet des additifs couramment utilisés en industrie alimentaire sur la croissance des
ferments lactiques et probiotiques a fait I'objet de plusieurs études (Samona et Robinson,
1993; Gomes et al., 1998; Rada et Dlabal, 1998; Vachon et Ustunol, 1998; Vinderola et al.,
2002)

Lactobacillus plantarum est I'une des espéces de bactéries lactiques non starter et

parmi les probiotiques utilisés industriellement, les souches de L.plantarum sont souvent
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incorpores dans les différents produits présentant un intérét pour la santé humaine (De Vries
et al., 2006).

Cing souches de Lactobacillus plantarum (LB15, LB27, LB8, LB12 et LB11) sélectionnés sur
la base des critéres in vitro communément admise, sont utilisées pour 1'évaluation de 1’effet
des additifs alimentaires utilisés en industries laitiers sur leur croissance. En effet, les
concentrations ont été choisies selon les normes utilisées en industrie laitiers autorisés par la
loi Algérienne (Décret executif n® 12-214 du 23 Joumada Ethania 1433 correspondant au 15
mai 2012 fixant les conditions et les modalités d’utilisation des additifs alimentaires dans les
denrées alimentaires destinées a la consommation humaine et ANNEXE Il comprenant une
liste des additifs pouvant étre incorpores dans les denrées alimentaires ainsi que leurs limites
maximales autorisée) , des concentrations plus élevées ont été utilisées pour vérifier une

éventuelle influence.
4.1. Effet des édulcorants

Les édulcorants artificiels sont largement utilisés en industries alimentaires a travers
le monde, les consommateurs choisissent les aliments a faible teneur en calories, additionnés
d’édulcorants artificiels pour diminuer I'apport calorique contrélant ainsi le poids, et certains

cas médicales comme le diabéte et I’hyperglycémie.

Les résultats de I’influence des édulcorants Aspartame et Acésulfame-K sur la
croissance des probiotiques LB15, LB27, LB8, LB12 et LB11 sont illustrés dans la figure

(26), le tableau (14) résume les résultats de taux de viabilité aprés 24h d’incubation.

D’apres les résultats obtenus, les édulcorants testés aspartame et aceésulfame-K a toutes les
concentrations testées n’ont pas interféré avec la croissance ni sur la viabilité des souches
probiotiques. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Vinderola et al. (2002) qui
ont trouvé que l’aspartame et 1’acésulfame-K a une concentration de 0,03% n’ont pas
d’influence sur la croissance des souches probiotiques et des ferments lactiques, la plus forte
concentration testée (0,12%) de l'aspartame était seulement inhibitrice pour les trois souches

de bactéries lactiques et une souche probiotique.

Samona et al. (1993) ont constaté que les concentrations de 0,04 et 0,08% d’aspartame n’ont

présenté aucune influence sur la croissance des Bifidobacterium dans le lait.
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El-Kholy et al. (2003) ont constaté que les eédulcorants acésulfame-K & 0,04 et 0,15% et
I'aspartame a 0,04% ne présentent aucun effet sur la croissance des ferments lactique et des

bactéries probiotiques.

4.2. Effet de saccharose et du NaCl

Les résultats obtenus sont illustré dans les figures (17) et tableau (14). Les bactéries
probiotiques testées se sont révélées insensible a la présence de saccharose a 6 et 12% et a 1%
et 2% NaCl. Vinderola et al. (2002) ont rapporté que les probiotiques ont été moins sensibles
a la présence des sucres comparant aux ferments lactiques, les concentrations de 15 et 20%
saccharose ont inhibé la croissance de certains souches de Bifidobacterium, alors que la
croissance des differentes especes et souches de ferments lactiques en présence de 15 et 20%
de saccharose était souche dépendante, la concentration de 5% n’a présenté aucun effet sur

I’ensemble des souches.

Shah et Ravula (2000) ont étudié I’effet de I’activité de 1’eau sur les ferments starter
(Streptococcus tbermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) et les
probiotiques (Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium spp.) du yaourt par la production
d’un yaourt avec des différentes concentrations de saccharose (0, 4, 8, 12 et 16%), ils ont
trouvé que a 12 et 16% sucre, la survie des deux types de bactéries testés a été négativement

influencée.

Le NaCl est utilisé en industrie alimentaire comme étant un agent de conservation
pour renforcer les caractéristiques organoleptiques et répondre aux besoins quotidiens de
I'hnomme. En outre, son utilisation est importante pour contréler [I’affinage du fromage.
Gomes et al. (1988) ont signalé que La teneur en sel des produits laitiers fermentés pourrait

influencer la viabilité des cultures probiotiques.

Georgieva et al. (2009) ont constaté que les souches de L. plantarum probiotiques ont été
sensibles uniquement aux concentrations les plus élevées de NaCl (10%), et que les
concentrations de 3, 6, 8% sel généralement utilisés dans les procedés de fabrication de

fromage, n’ont pas affecté leur viabilité.

Vinderola et al. (2002) ont trouvé qu’une concentration de 2% NacCl a inhibé la croissance des

souches Bifidobacterium probiotiques.
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4.3. Effet des ardomes

Les ardmes testés fraise, péche et vanille aux concentrations 0,1 et 0,4% utilisés en
industries laitiers n’ont présenté aucune influence sur la croissance (Figures 18), ni sur la
viabilité (tableau 14) des souches probiotiques de Lactobacillus plantarum. Ces résultats
concordent partiellement avec ceux obtenus par EI-Kholy et al.(2003) qui ont montré que les
aromatisants n’ont présenté aucun effet sur le développement de ferments starter et des
bactéries probiotiques a I'exception de 1’ardme d'abricot et de la goyave qui ont inhibé la

croissance de Bifidobacterium bifidum Bb-11.

Vinderola et al. (2002) ont rapporté que les ardmes péche et fraise n'ont pas affecté la
croissance des ferments lactiques et des souches probiotiques, les arémes vanille, banane et
deux autres arébmes fraise (1 et 2) ont affectés seulement quelques souches de bactéries de
yaourt (S. thermophilus et L. delbrueckii subsp. Bulgaricus). D’une autre part, les auteurs ont
signalé que les mélanges commerciaux aromatisants-colorants se sont avérés avoir une

inhibition importante, méme aux concentrations recommandées par les fournisseurs.

Tableau 14. Survie des souches de L. plantarum dans un milieu liquide (bouillon MRS,
30°C) en présence des additifs utilisés dans I'industrie laitiere, apres 24h d'incubation.

L’additif Concentration % Survie des souches de L. plantarum

(% :p/v,vIv) LB15 LB27 LB8 LB12 LB11
Aspartame 0.03 88,52 100 104 97 96
0.06 98,30 92 96 97 96
0.1 74,55 101 95 102 97
Acésulfame-K 0.018 103 102 89 106 100
0,035 104 102 96 107 99
Saccharose 6 93 98 92 82 99
12 88 93 100 75 91
NaCl 1 92 95 88 88 79
2 92 74 71 80 92
vanille 0,1 91 99 101 105 98
0,4 96 97 97 108 85
fraise 0,1 100 95 102 108 88
0,4 92 97 89 86 96
Péche 0.1 94 95 105 110 86
0,4 92 94 89 87 93
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5. Effet des additifs alimentaires sur ’autoagrégation et I’hydrophobicité

La présence des édulcorants aspartame et acésulfame-K, saccharose, NaCl, et des
ardmes (fraise, vanille, péche) n'a pas affecté de maniére significative 1’autoagrégation des
souches Lactobacillus plantarum (tableau 15), a 1’exception de la souche LB27 dont son
autoagrégation a été significativement affecté en présence de 0,06 aspartame (P<0.05), de
0,035 acésulfame-K (P<0.01), en présence de 6 et 12% saccharose (P<0.001) et en présence
des aromes: 0,1 et 0,4% vanille (P<0.01, P<0.001), 0,1% fraise (P<0.01), et 0,1% péche
(P<0.05).

Les valeurs d'autoagrégation obtenues pour les souches lactobacillus plantarum probiotiques
LB15, LB8, LB11, LB12, LB27 ont été déterminées a 2 h, allant de 7 a 65%, il est possible
que le pourcentage d’autoagrégation augmente avec un temps expérimental plus long.
Jankovic et al. (2012) ont rapporté, pour les souches de L. plantarum, des valeurs d'auto-
agrégation de 20 a 30% pendant 5 h et de 80 a 90% apres 24 h.

Sous les conditions de contrdle, les souches Lactobacillus plantarum présentent des
valeurs d’hydrophobicité allant de 39,89 a 82,97 %. L hydrophobicité des souches varie en
présence des édulcorants de 29,21 a 73,59%, de 61,12% a 74% en présence de saccharose et

du NaCl et de 53% a 74,4% en présence des ardmes (vanille, fraise et péche).

Les résultats obtenus (tableau 15) montrent que la présence des additifs utilisés en industrie
alimentaire affecte tres significativement (P<0.001) I’hydrophobicité des probiotiques

Lactobacillus plantarum.

L’édulcorant aspartame aux concentrations 0,03, 0,06 et 0,1% influe significativement sur
I’hydrophobicité de la souche LB12 (P<0.01, P<0.001 et P<0.001) respectivement, a la
concentration 0,1% 1’hydrophobicité des souches LB27 et LB11 a été significativement
affecté (P<0.01, P<0.001). L’acésulfame-K a 0,035% affecte ’hydrophobicité des souches
LBI11, LB12 (P<0.001). Tandis qu’aucun effet significatif n’a ét¢ enregistré¢ en présence de
0,018%.

Pas d’effet significatif sur I’hydrophobicité en présence des additifs alimentaires saccharoses
(6 et 12%), NaCl (1 et 2%) et les arébmes de la vanille, fraise et péche (0,1 et 0,4 %) sur
I’ensemble des souches probiotiques Lactobacillus plantarum a I’exception de de la souche
LB27 ou I’hydrophobicité étaient significativement influencé en présence de I’aréme péche a

0,4%. Dans cette étude I'influence des édulcorants aspartame et acésulfame-K sur

90



Résultats et discussion

I’hydrophobicité des Lactobacillus plantarum probiotiques peut étre dose-dépendante, et
souche- dépendante.

Il est connu que la capacité des bactéries a adhérer a I'épithélium intestinal joue un réle
important dans la colonisation du tractus gastro-intestinal, en empéchant I'élimination des
bactéries par le peéristaltisme et en fournissant un avantage concurrentiel dans 1’écosystéme
(Del Re et al., 2000). La paroi cellulaire des lactobacilles est composée d'une couche épaisse
de peptidoglycane, décorée de divers composants de surface, y compris les acides (lipo-)
téichoiques, des polysaccharides, des proteines liées par covalence et les protéines de la
couche S.5 (Schaer-Zammaretti et Ubbink, 2003). L'interaction de ces éléments avec le milieu
environnant est responsable de I'attachement des bactéries aux surfaces de la muqueuse
intestinale, et aux composants alimentaires (Deepika et al.,, 2011). Selon des études
antérieures, les propriétés de surface des cellules bactériennes sont déterminées par la
composition de leur paroi cellulaire (Schaer-Zammaretti et Ubbink, 2003; Deepika et
Charalampopoulos, 2010; Deepika et al., 2011). L'altération de l'une de ces structures
présentes a la surface des cellules bactériennes peut affecter les propriétés physico-chimiques
et donc affecter la capacité des bactéries a adhéerer a la muqueuse intestinale (Deepika et al.,
2011).

Les probiotiques sont communément introduits dans des matrices alimentaires comme
les produits laitiers fermentés, Il n’y pas d’information concernant 1’effet du support
alimentaire et en particulier les composants spécifiques sur les propriétés de surface et
d’adhésion des probiotiques, nous avons évalué I’interaction entre les additifs alimentaire et
les propriétés de surface bactérienne des Lactobacillus plantarum probiotiques. Les
édulcorants aspartames et acésulfame-K qui sont des substituts du sucre artificiels utilisés en
industrie alimentaire pouvaient influencer 1’hydrophobicité des probiotiques, ainsi affectant
les propriétés d'adhérence au mucus et réduire le nombre de bactéries capables d'adhérer aux
cellules épithéliales, cette derniéere qui est une étape clé pour renforcer le fonctionnement des

probiotiques.
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Tableau 15. Hydrophobicité et Autoagrégartion des souches de L. plantarum en présence des additifs utilisés dans l'industrie laitiére.

aspartame acésulafame-K saccharose NaCl vanille Fraise péche

souche
Témoin

0,03 006 01 0018 0,035 6 12 1 2 0,1 04 0,1 0,4 0,1 0,4

Hydrophobicité
LB15 54,54 33,18 43,52 494 36,16 43,77 69,89 73,56 73,82 69,88 63,94 68,27 58,32 51,72 54,67 62,53

LB8 39,89 49,45 34,86 435 43,38 38,1 66,68 61,12 62,95 62,37 60,99 64,31 68,59° 52,91 60,34 66,2
LB11 79,62 63,21 52,37 43,7° 56,61 34,23° 74,47 67,08 65,93 68,35 72,64 74,01 69,36 66,75 65,73 74,4

LB12 82,97 42,62° 37,08° 29,21 5545 40° 71,99 72,34 69,97 68,93 56,48 61,41 65,10 55,83 57,31 67,69
C

LB27 82,43 54,67 73,59 37,2° 69,57 68,17 74,32 66,05 64,43 73,28 66,86 54,50 64,43 62,25% 56,75 53

Autoagrégation

LB15 5558 4581 4646 51,72 51,68 3348 3966 4781 31 453 2797 64,10 40,08  7,08° 2126 40,88
LBS 5826 4574 4215 42,92 57,74 3504 6388 5286 4579 337 46, 4953 401 65,6 4348 50,81
LB11 4729 31,70 3280 3531 37,32 402 58,8 55,5 60,55 55,1 63,10 2954 6338 27,71 63 63,05
LB12 41,07 3201 2860 30,01 31,18 489 27,1 21,76 238 48 435 4359 445 53,8 47,85 4346
LB27 70,39 4574  42,15° 4292 57,74  3504° 2302° o 4599 512 32° 17,06° 32,2 4367 39,83 44,65

a:p<0.05,": P<0.01, ®:P<0.001
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6. Effet des additifs alimentaires sur Pactivité antibactérienne

L’activité antibactériennes des probiotiques Lactobacillus plantarum contre les deux bactéries
pathogénes Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella typhimurium ATCC 13311 en

présence des additifs alimentaires par antagonisme direct.

Toutes les souches probiotiques ont presenté une action inhibitrice vis-a-vis E.coli et S.
typhimurium (tableau 16). L’analyse des résultats par le test ANOVA a montré que la
présence des édulcorants aspartame et acésulfame-K, le saccharose, NaCl et les aromes
(vanille, fraise et péche) dans le milieu MRS a affecté significativement (P <0.0001) les zones

d’inhibition.

Les diametres d’inhibition de E.coli ont été augmentés significativement en présence de
0,03% d’aspartame pour les souches LB11, LB12 et LB15 par rapport aux témoins, a 0,06 %
aspartame pour la souche LB15, a 0,1% vanille pour LB12 et a 0,1% fraise pour LB8.

En présence d’une concentration de 0,035% acésulfame-K, 12% saccharose et 2% NaCl les

zones d’inhibition de la souche LB27 ont été significativement diminuées (P< 0.01).

Les diameétres d’inhibitions de Salmonella typhimurium ont été significativement diminués
par rapport aux témoins en présence de 0,03% aspartame pour LB8 et LB27, en présence de
0,1% aspartame pour LB11 et LB27.

Une réduction significative dans les diamétres d’inhibitions a été observée pour les souches
LB11, LB27 et LB8 en présence de 0,018% et 0,035% acésulfame-K, une zone d’inhibition

réduite a été notée pour LB12 a 0,035% acésulfame-K.

L’addition de saccharose a 6 et 12% affecte significativement ’activité antibactérienne des
souches LB8, LB11, LB27 et LB8, LB11, LB12, LB27 respectivement. Le NaCl a 1% et 2%
avait un impact significatif sur 1’activit¢ des souches LB11, LB27 et LB8, LB11, LB27

respectivement.

Les aromes vanille et péche utilisés industriellement a une concentration de 0,4% ont
présenté un effet significatif sur les zones d’inhibition de Salmonella typhimurium pour les

souches LB8 et LB11 et LB8 respectivement.

La consommation de produits probiotiques a considérablement augmenté a I'échelle
mondiale, certains des avantages thérapeutiques proposés sont conférés par des bactéries
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vivantes contenues dans les produits. Parmi les facteurs qui pourraient influencer I'efficacité
probiotique ; les méthodes et les matrices utilisées pour cultiver, préserver et distribuer
I'organisme probiotique dans les produits de consommation (Tachon et al., 2014). La
composition du produit et la présence des additifs sont rapportées pour affecter la croissance
et la viabilité des ferments lactiques et des bactéries probiotiques, mais il n’y a pas de rapport
sur I’impact des additifs alimentaires sur les caractéristiques fonctionnelles des probiotiques
comme I’activité antagoniste, cette derniére qui présente un critére important lors de la
sélection des souches probiotiques. La présence de l’aspartame, 1’acésulfame-K I’ardme
vanille et péche semble avoir un impact sur I’activité antagoniste des souches Lactobacillus

plantarum probiotiques.
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Tableaul6. Activité antibactérienne des souches de L. plantarum en présence des additifs contre E .coli et Salmonella typhimurium

% % acesulafame-K saccharose péche

§ E 0,03 01 0,018 0,035 12 2 0,1 0,4
Escherichia coli
LB15 31 40,5° 37 32 325 27 31 32 30
LB8 30 39° 34,5 33 35,5 24 28 30 33,5
LB11 30 38° 34 34 335 28,5 26 31 315
LB12 32 38,5 37,5 32 36 27 28 30 355
LB27 34 35,5 39,5 27 24° 25° 25,5 32 345
Salmonella typhimurium
LB15 37 30 32 30 35 30,5 30,5 34,5
LB8 41 31° 40 30° 29,5 26°
LB11 405 35 26° 28" 27" 345 285
LB12 35,5 28 28 25° 25° 27,5 34,5
LB27 41 30° 30° 17,5° 24° 37

%:P <0.05,": P<0.01, ©:P <0.001
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7. Effet des additifs alimentaires sur P’acidification

L’activité acidifiante des souches de Lactobacillus plantarum en présence des additifs
alimentaires : édulcorants, saccharose, NaCl et aromes (fraise, péche et vanille) a été évalué
par mesure de la variation du pH en fonction du temps. Les résultats obtenus (figure 19)
montrent qu’au cours de 24 heures d’incubation a 30°C dans le lait écréme le pH a diminué
progressivement, les valeurs du pH varient du 6,12 — 5,65 enregistrées par LB 27 en présence
du NaCl et LB12 en présence de I’arome péche. En comparant 1’acidification des souches en
présence des additifs alimentaires avec leurs témoins nous remarquons que les additifs
alimentaires n’interférent pas avec la production d’acides par les souches probiotiques

Lactobacillus plantarum.

El-Kholy et al. (2003) ont rapporté que les édulcorants acesulfame-k a 0,04 et 0,15% et
I'aspartame a 0,04% n'ont pas eu d'effet sur la production d’acide par les ferments lactique et
des bactéries probiotiques, La concentration 0,15% d'aspartame a réduit la croissance de trois
ferments lactiques: S. thermophilus, Lb. Plantarum et Lb. Helveticus et quatre bactéries
probiotiques (Lb. Acidophilus La-5, Lb. casei, B. bifidum Bb-11 et B. lactis Bb-12) mais n'ont
pas eu d'effet sur leur production d'acide. Le chlorure de sodium a 2% n'affecte pas la
croissance et le developpement d’acide des ferments lactiques et des bactéries probiotiques a
I’exception de B. bifidum Bb-11 et Lb. paracasei pour lesquels leur croissance et leur
production d’acide ont été inhibés. Le méme auteur a rapporté que les agents aromatisants ne
présentaient aucun effet sur la croissance et le développement d’acide des ferments lactiques
et des probiotiques a I'exception des arémes d'abricot et de la goyave qui ont inhibé la

croissance et la production d’acide de B. bifidum Bb-11.
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8. Effet des additifs alimentaires sur ’activité protéolytique

Dans le lait, les quantités d'acides aminés et de peptides libres sont trés faibles. La
caséine est la source principale d'acides aminés libres pour la croissance des bactéries
lactiques dans le lait (Ramchandran et Shah, 2008), elles dépendent par conséquent, sur un
systéeme protéolytiqgue qui permet la dégradation des protéines du lait. Le systeme
protéolytique des lactobacilles est constitué d’une sérine-protéinase extracellulaire, des
systemes de transport spécifiques de di-tripeptides et d’oligopeptides, et une multitude de
peptidase intracellulaire. (Kunji et al., 1996). Dans le cadre des processus industriels, les
bactéries lactiques sont contestées par diverses conditions de stress qui sont susceptibles

d'affecter leurs activités métaboliques, y compris la protéolyse (Savijoki et al., 2006).

Les résultats obtenus montrent que toutes les souches de Lactobacillus plantarum ont présenté
une activité protéolytique sur le milieu PCA-lait écrémé additionné des additifs alimentaires.
Cela signifie que les additifs utilisés en industries alimentaires n’influent pas 1’activité
protéolytiques des souches. Gobbettia et al. (1999) ont rapporté que dans des conditions
semblables a celle du fromage, 1’augmentation de la concentration du NaCl (2,5- 7,5%) a eu
un effet négatif sur 1’activité protéolytique de la souche Lactococcus lactis subsp. lactis T12
contrairement a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus B397 et Lactobacillus plantarum
2739 qui n’ont pas significativement affecté.

Tableau 17. Activité protéolytique des souches de L. plantarum en présence des additifs
alimentaires

PCA PCA PCA PCA PCA PCA PCA
o lait lait + lait + lait + lait + lait + lait +
g’ + aspartame acésulfame-K  saccharose NaCl vanille Fraise péche
3
0,03 0,06 01 0,018 0,035 6 12 1 2 01 04 01 04 01 04
LB15 + + + + + + + + + + + + + + +
LBS8 + + + + + + + + + + + + + + +
LB11 + + + + + + + + + + + + + + +
LB12 + + + + + + + + + + + + + + +
LB27 + + + + + + + + + + + + + + +
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Discussion générale

Trente-sept souches de bactéries lactiques sont isolées a partir des graines de pollen
frais, I’étude des caractéres physiologiques et biochimiques a permet de pré-identifier trois
genres : Enterococcus contenant trois isolats représente par 1’espéce Enterococcus faecalis,
le genre Pediococcus représenté par une seule espece Pediococcus pentosaceus et le genre
Lactobacillus qui comporte 33 souches représentées par les espéces Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, L. paraplantarum et L.farciminis.

L’activité acidifiante des trente-six isolats lactiques a été évaluée par mesure du pH et
dosage de I’acidit¢ Doronic, les résultats ont montré qu’apres 24h d’incubation dans le lait
écréme la valeur maximale du pH enregistré était 5,64 pour les lactobacilles et 5,75 pour les
entérocoques, aucune souche n’a montré la capacité d’abaisser le pH au-dela de pH 5. La
capacité d’acidification de la totalité des souches des bactéries lactiques est considérée
comme faible. Les résultats obtenus de I’acidité produite aprés 24h d’incubation ont montré
que la quantité maximale d’acide lactique enregistré a été 80°D pour les lactobacilles et de
48°D pour les entérocoques. Une seule souche est considérée comme étant fortement
acidifiante, les autres souches sont considérées comme moyennement a faiblement

acidifiantes.

Toutes les souches lactiques ont présentés une activité protéolytique positive sur les
deux milieux MRS et PCA additionnés de lait écréme, ces résultats concordent avec plusieurs
études (Boulares et al., 2012; Essid et al., 2009; Ben moussa et al., 2008). L’activité
lipolytique n’a été détectée que seulement chez Pediococcus pentosaceus, Enterococcus
faecalis (LB16, LB40, LB21) et Lactobacillus casei (LB38). L'activité lipolytique des
entérocoques a été signalée par plusieurs auteurs (Sarantinopoulos et al., 2001; Giraffa, 2003;
Morandi et al., 2006), il a été rapporté que les especes du genre Lactobacillus sont faiblement
lipolytique (Montel et al., 1998). La synthése de I'amylase est une caractéristique rare des
bactéries lactiques (Giraud et al., 1994) cela s’accorde avec nos résultats qui ont montré

qu’aucune souches n’a été amylolytique.

L’activité¢ antifongique de 37 bactéries lactiques envers les deux champignons
Aspergillus flavus et Aspergillus niger a montré que 35,13% ont été active contre les deux
champignons, 91,89% ont été actives contre Aspergillus flavus et 40,54% contre Aspergillus

niger. L'activité antifongique des Lactobacillus plantarum isolées a partir de matieres
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végétales a été rapportée précédemment (Magnusson et al. 2003; Sathe et al., 2007; Yang et
Chang, 2008; Laref et Guessas, 2013) .

Les résultats obtenus de I’activité antibactérienne des Lactobacillus isolées du pollen
contre les bactéries pathogénes: Salmonella typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli
ATCC 25922, Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 10876 et Listeria innocua CLIP 74915 ont montré que toutes les
souches ont été efficaces contre les bactéries pathogenes Gram-positives et Gram-négatives,
le meilleur effet inhibiteur est obtenus contre Staphylococcus aureus (38,30mm) suivis par
Salmonella typhimurium (36,75mm) et Citrobacter freundii (36,22mm). Un effet similaire a
été enregistré contre Bacillus cereus et Escherichia coli (33,74 mm), (32,39mm)
respectivement. L’effet le plus faible est obtenu contre Listeria innocua (19,5mm). Les
Lactobacillus isolées du pollen ont présenté un large spectre d'inhibition contre les bactéries
pathogénes, on peut attribuer 1’inhibition & n’importe quel facteur antimicrobien produit par
les souches ; la diminution du pH suite a la production des acides organiques, le diacétyle, une

bactériocine ou a une synergie entre ces facteurs.

Dix isolats appartenant au genre Lactobacillus identifiées en tant que 1’espece
Lactobacillus plantarum ont été sélectionnées selon leur action antimicrobienne vis-a-vis les

six bactéries pathogenes pour étudier leur potentiel probiotique.

La résistance a I’acidité de ’estomac et a la bile constituent les principaux criteres de
sélection des souches probiotiques. Parmi les dix souches seulement cing ont été capables de
résister a un pH 2 pendant 3 heures avec une réduction dans leurs nombre, le taux de viabilité
le plus elevé etait 70,86% presenté par la souche LB8. Ce résultat a été rapporté dans
plusieurs études antérieures (Tsai et al., 2005; Guo et al., 2010; Tulomoglou et al., 2013).
Tous les isolats ont été résistants a pH 3 pendant 3h avec un taux de viabilité qui varie de
90.89% a 99.35%, ces résultats sont en accord avec des études précédentes (Guo et al., 2010;
Ren et al., 2014). La concentration de 0,3% de sels biliaires n’a pas une grande influence sur
la totalité des souches, le taux de viabilité varie de 91.78% a 92.01%. plusieurs études ont
montré que la majorité des souches lactiques ont survécu bien dans la concentration de 0.3%
sels biliaire (Maragkoudakis et al., 2006; Guo et al., 2010; Ren et al., 2014 ).

La détermination de I'adhésion microbienne aux hydrocarbures est un moyen efficace
pour estimer la capacité d'une souche a adhérer aux cellules épithéliales (Vinderola et
Reinheimer, 2003). L’hydrophobicité des souches de Lactobacillus plantarum vis-a-vis le
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toluene a été évaluee, elle varie de 18% et 85%. Les valeurs d’autoagrégation sont comprises
entre 12,75% et 70,39%. L hydrophobicité et 1’auto-agrégation sont considérés comme des
caractéres nécessaires a l'adhérence (Ren et al., 2014), La souche LB27 a présenté une
hydrophobicité et une autoagrégation élevée 82% et 70% respectivement. La capacité des
souches de Bifidobacterium spp. d'origine humaine pour adhérer aux lignées cellulaires Caco-
2 et HT29 a été associée a des valeurs élevées d'auto-agrégation et d'hydrophobicité (Pérez et
al., 1998; Del Re et al., 2000).

Les résultats de la sensibilite aux antibiotiques de dix souches de Lactobacillus
plantarum montrent qu’aucune souche n’était totalement sensible a tous les antibiotiques. Une
sensibilité a été enregistrée pour le chloramphénicol, nitroxoline, pénicilline G, céfotaxime et
pristinamycine et a la streptomycine a 1’exception de 3 souches (LB15, LB18, LB22). Toutes
les souches ont été résistantes a la ciprofloxacine, la tobramycine, I'acide nalidixique et la
colistine, les souches LB15, LB18, LB27 ont été résistantes au céfixime, une résistance
intermédiaire a été enregistré chez les deux souches LB22 et LB45. Des résultats similaires
sont signalés précédemment (Herreros et al., 2005; Zhou et al., 2005; Ben moussa et al.,
2008). Ces résultats s’accordent aussi avec divers rapports indiquant que les bactéries
lactiques sont normalement résistantes aux principaux types d‘antibiotiques, tels que les -
lactamines, les céphalosporines, aminosides, quinolones, imidazoles, nitrofurantoines et
fluoroquinolones (Halami et al., 2000). La résistance des lactobacilles aux aminosides a été
signalée par (Coppola et al., 2005; Zhou et al., 2005; Baumgartner et al., 1998; Katala et al.,
2001).

Les edulcorants testés aspartame et acésulfame-k a toutes les concentrations testées
n’ont pas interféré avec la croissance ni sur la viabilité des souches probiotiques. Ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus par (Vinderola et al. 2002; Samona et al., 1993; El-Kholy et
al., 2003). Les souches probiotiques se sont révélées insensible a la présence de saccharose a
6 et 12%. Vinderola et al. (2002) a rapporté que les probiotiques ont été moins sensibles a la
présence des sucres comparant aux ferments lactiques, Shah et Ravula (2000) a rapporté que
que a 12 et 16% sucre la survie des ferments starter (Streptococcus tbermophilus et
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) et les probiotiques (Lactobacillus acidophilus et
Bifidobacterium spp.) a été négativement influencée. Le NaCl a 1 et 2% n’a pas affecté la
viabilité et la croissance de toutes les souches Lactobacillus plantarum, Georgieva et al.
(2009) a constaté que les concentrations de 3, 6, 8% sel généralement utilisés dans les

procédés de fabrication de fromage n’ont pas affecté la viabilité des souches L. plantarum
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probiotiques, elles ont été sensibles uniquement aux concentrations les plus élevées de NaCl
(10%). Vinderola et al. (2002) ont trouvé qu’une concentration de 2% NaCl a inhibé la
croissance des souches probiotiques de Bifidobacterium. Les ardmes fraise, péche et vanille
aux concentrations 0,1 et 0,4% utilisés en industries laitiers n’ont présenté aucune influence
sur la croissance ni sur la viabilité des Lactobacillus plantarum probiotiques. Vinderola et al.
(2002) ont rapporté que les ardmes péche et fraise n'ont pas affecté la croissance des ferments
lactiques et des souches probiotiques, EI-Kholy et al. (2003) ont montré que les aromatisants
n’ont présenté aucun effet sur le développement de ferments starter et des bactéries

probiotiques.

La présence des edulcorants aspartame et acésulfame-K, saccharose, NaCl, et des
arébmes (fraise, vanille et péche) n'a pas affecté de maniére significative 1’autoagrégation des
souches Lactobacillus plantarum. Contrairement a 1’hydrophobicité qui a été trés
significativement influencé par les édulcorants, aspartame et acésulfame-K cette influence

était dose-dépendante, et souche- dépendante.

L’activité antibactériennes des probiotiques Lactobacillus plantarum contre les deux
bactéries pathogenes Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella typhimurium ATCC 13311
en présence des additifs alimentaires a été évaluée, les résultats ont montré que la présence
de I’aspartame, acésulfame-K, saccharose, NaCl et les aromes (vanille, fraise et péche) dans
le milieu MRS a affecté significativement les zones d’inhibition contre les deux souches. En
présence d’une concentration de 0,035% acésulfame-K, 12% saccharose et 2% NaCl
seulement les zones d’inhibition de la souche LB27 contre E. coli ont significativement

diminué.

L’activité de la totalité des souches contre Salmonella typhimurium a I’exception de la
souche LB5 a été affecté en présence de 1’aspartame et de 1’acésulfame-K, saccharose a 6 et
12% et NaCl a 1% et 2%, Un effet souche dépendant et dose dépendant a été observé. A une
concentration de 0,4%, les aromes vanille et péche  utilisés industriellement ont

significativement affecté 1’activité des souches LB8 et LB11 contre Salmonella typhimurium.

Toutes les souches de Lactobacillus plantarum ont présenté une activité protéolytique
sur le milieu PCA-lait écrémé additionné des additifs alimentaires. Cela signifie que les
additifs utilisés en industries alimentaires n’influent pas sur 1’activité protéolytique des
souches et ils n’interférent pas avec la capacité d’acidification du lait écrémé par les

Lactobacillus plantarum.
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L'application réussie des souches probiotiques dans I'industrie alimentaire dépendra de
leur capacité a maintenir leur viabilité et leurs propriétés fonctionnelles intéressantes, en
assurant la qualité et les allégations potentielles de santé probiotique du produit final
(Ferrando et al., 2016). A cet égard, les informations disponibles sur I'effet de divers additifs
alimentaires sur les propriétés fonctionnelles des ferments lactiques et souches probiotiques
restent limitées.
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Conclusion et perspectives

L’objectif visé dans cette étude était d’isoler et d’identifier phénotypiquement des
souches de bactéries lactiques a partir du pollen frais, évaluer leurs propriétés technologiques,
¢tudier le potentiel probiotique des souches de Lactobacillus et enfin, étudier I’effet des
additif alimentaires utilisé en industrie alimentaire sur la croissance et la viabilité ainsi que

certaine propriétés fonctionnelles des souches probiotiques.

L’identification phénotypique et biochimique nous a permis de caractériser trente-sept
souches lactiques dont les especes appartiennent principalement a ; Enterococcus faecalis,
Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, L. paraplantarum et

L.farciminis.

L’¢étude des propriétés technologiques des souches lactiques a montré qu’une seule
souche a présenté un pouvoir acidifiant fort, toutes les souches sont protéolytiques, aucune

n’est amylolytiques et seulement cinq sont lipolytiques.

Les souches lactiques ont présenté des résultats d’activité antifongique importants
contre Aspergillus niger et Aspergillus flavus. De méme que, Des résultats remarquables sont
enregistrés pour ’activité antibactérienne des lactobacillus contre les bactéries pathogénes et
d’altération. Ceci renforce leur éventuelle utilisation pour des fins de bio-préservation et de

bio-controle.

Pour I’étude du potentiel probiotique, dix souches appartenant a I’espéce Lactobacillus
plantarum ont été sélectionnées. Les résultats ont montré que cinq souches ont présenté une
bonne résistance aux conditions de I’environnement gastro-intestinal, la tolérance des
souches a I’acidité peut étre due a I'adaptation des souches a l'acidité connue des grains de

pollen, de bons résultats d’hydrophobicité et d’autoagrégation ont été enregistrés.

Pour I’aspect sécuritaire des souches probiotiques ; un bon profil de résistance aux
antibiotiques a été obtenu pour I’ensemble des souches, ceci peut étre expliqué, au fait que
nos souches sont d’origine végétale loin de I'utilisation des antibiotiques. L.’absence de tout

signe d’hémolyse indique 1’aspect sécuritaire de nos souches.

Cing souches de Lactobacillus plantarum ont été choisies a la base des critéres in
vitro communément admise pour évaluer I’effet des additifs alimentaires utilisés en industrie

alimentaire sur leur croissance et survie, ainsi que pour évaluer d’éventuel effet sur les
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propriétés fonctionnelles. En effet, aucune influence n’a été enregistré sur la croissance et la
viabilité, I’autoagrégation, la protéolyse et I’acidification des souches probiotiques, tandis que
I’hydrophobicité a été affecté par les édulcorants et 1’activité antibactérienne a été influencee
par la présence des édulcorants, du saccharose, Nacl et des ardmes, L’effet a été souche

dépendant et dose dépanadant.

Devant ces résultats, il semble que le pollen présente une source importante pour

I'isolement des bactéries lactiques avec des applications potentielles.
La présente étude nous a permis d’ouvrir les perspectives suivantes :

v Une caractérisation des activités enzymatiques des souches lactiques ; car, un bon
produit fermenté nécessite une meilleure connaissance des activités métaboliques des
souches.

v" Une caractérisation des métabolites intervenant dans les activités antifongique et
antibactérienne des isolats lactiques.

v' 1l est intéressant d’étudier ’effet des additifs alimentaires sur d’autres bactéries
probiotiques et ferments lactiques, avec une gamme large d’additifs alimentaires.

v les produits alimentaires contiennent  plusieurs additifs simultanément, il est
nécessaire d’évaluer 1’éventuelle influence de cette combinaison sur les probiotiques

et les ferments lactiques.
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Annexe

Principaux Milieux de culture

Boullion de Reddy

Peptone 509

Extrait de levure 509

K2HPO4 10g¢g

Arginine hydrocloride 509
Citrate de sodium 2049
Pourpre de bromocrésol 0.002 g
Eau distillée 1000 mL

pH ajusté a 6.2. 5ml. Autoclavage (121°C-
15 min)

Gélose a ’esculine

Peptones 10g
Esculine 1.0g
Citrate de fer ammoniacal 1,09
Agar-agar 159
Eau distillée (gsp) 1000 ml

pH 7.5 ,autoclavage (121°/15min)

Gélose au tween

peptone 10g
Nacl 50
CaCl,2H,0 0,19
Agar 209
H,O distillée gsp 1000 ml
Tween 10 ml

pH ajusté a 6

le tween est stérilisé separé parement,
ajouté au milieu aprés autoclavage

Lait écrémé a 10%

Lait écrémé en poudre 100 g
H20 distillée gsp 1000 ml

pH 7, sterilistaion par autoclavage a
110°C/ 10 min

Gélose a I’amidon

Peptone 59
Extrait de levure 79
NaCl 29

Amidon soluble 20 ¢
agar 15¢
H,O 1000ml






