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Résumé

La population mondiale devient de jour en jour plus conscientisée aux problémes
que peuvent entrainer de mauvaises habitudes de vie comme un manque d’exercices
ou une alimentation riche en gras et sucres, mais pauvre en fibres et vitamines. Les
gens ayant connaissance de ces enjeux deviennent souvent plus consciencieux dans

leurs choix de vie et plus critiques sur ce qui se retrouve dans leur assiette.

Les produits nutraceutiques répondent i cette demande croissante de « produits
santé », en garantissant des effets bénéfiques sur une ou plusieurs fonctions du
corps, ce qui aura comme effet d’améliorer I’état de santé et le bien-étre et/ou de
diminuer le risque de maladie (Mattila-Sandholm et Saarela, 2003). Plusieurs types
d’aliments peuvent €tre retrouvés en tant que produit nutraceutique; dans le cadre
de cette étude, nous nous sommes penchés sur le cas du fromage cheddar

supplémenté en probiotiques.

La problématique retrouvée dans le fromage est que les probiotiques ne sont pas
retenus dans la matrice fromagere a de hauts niveaux, mais sont plutdt perdus dans
le lactosérum tout au long de la fabrication. De plus, les essais déja réalisés par
d’autres équipes de recherche démontrent que les probiotiques ne résistent pas bien
aux périodes de conservation, a cause de ’action des ferments lactiques, de la

salinité, de I’acidité et de la présence d’oxygene dans le fromage.

Pour tenter de résoudre ces problemes, différentes approches ont été testées dans
cette €tude : I'ajout des probiotiques a différents moments lors de la fabrication
fromagere, un changement dans le taux d’inoculation, I’entreposage des fromages
sous formes de grains et de blocs et la microencapsulation des cellules. La
microencapsulation devrait permettre d’augmenter la rétention des probiotiques
dans le caillé, de méme que la viabilité des bactéries tout au long de la durée de vie
du fromage, en plus d’améliorer la résistance aux enzymes digestives et A la grande

acidité de I’estomac. Des résultats concluants pour ’une ou I’autre des stratégies
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technologiques testées permettraient donc d’avoir des pistes de solutions pour des
entreprises alimentaires qui seraient aux prises avec des problemes de viabilité de

souches probiotiques plus sensibles au cours de la fabrication ou conservation

d’aliments.

La souche probiotique utilisée pour les essais a été sélectionnée selon sa sensibilité
a diverses conditions retrouvées dans le fromage : Bifidobacterium longum 15708.
Les stratégies technologiques testées n’ont pas permis d’améliorer suffisamment la
viabilité de la souche au cours de la production et de I’entreposage du fromage
cheddar pour permettre I’utilisation commerciale a cette fin. Les défis a relever au
cours de cette étude ont démontré que le choix de la souche probiotique pour les
industries alimentaires est trés important, puisque la survie des bactéries dans
Paliment peut étre tres difficile, surtout dans le cas d’une souche probiotique

sensible aux conditions retrouvées dans 1’aliment.

— VA ',’(: s r\_'
/'.,;ii’tvc{vi/g;f J &/c't".-(.fﬂ-""h/

(Directri_ de recherche)

(Etudiante)



Remerciements

Je tiens d’abord a remercier Dr Monique Lacroix de m’avoir donné la
chance de réaliser ce beau projet dans le cadre de mes études de maitrise et de
m’avoir fait confiance. Je remercie également Dr Claude Champagne pour ses
encouragements et ses conseils, de méme que tous les gens qui m’ont aidé A
persévérer tout au long du projet, entres autres Dr Daniel St-Gelais, Dr Michel
Britten, Dr Patrick Fustier, Yves Raymond, Gaétan Bélanger, Sophie Turcot, Annie
Caron, Nancy Graveline, Jacinthe Fortin, Delphine Séne, Mathieu Millette et
plusieurs autres. Un merci tout spécial 3 Gabrielle Gagné pour ses efforts et ses
travaux de grande qualité qui m’ont permis d’avancer dans ma recherche. Un grand
merci également & ma famille, mes amis et 2 Marc pour le constant soutien et les
encouragements. C’est grice a vous tous si j’ai su persévérer dans ce projet et pour

ceci, je vous remercie du fond du ceeur!!

Finalement, un grand merci aux organismes qui ont subventionné le projet,
dont FQRNT, MAPAQ, Novalait, Inc. et Agriculture et Agroalimentaire Canada de
méme qu’aux organismes qui m’ont gracieusement offert leur soutien financier par
I"attribution de bourses de recherche, soit la Commission Canadienne du Lait,

Novalait Inc, la Fondation Armand-Frappier et Initia.




Table des Matieres

JUry d’EvalUation .......c.couiiiirieiiiicice ettt i
RESUME ...ttt sttt et s et s et se s ssneseon ii
REMETCIEMENLS ...ttt ettt r e ene e enne v
Table des MAIEIES .......c.coveueverieeeriiriiiirteeesteee sttt et se st et se s er s vi
Liste des TableauX..........ccooumeiiiiiiiriitce ettt nns X
LiSte des FIGUIES......c.ccciuimiiiiriiiieteieirte ettt ettt ettt r sttt et et snnenens Xi
Liste d’abréViations ..........cccouvieieieririiniecirieieee ettt eenns xii
CRAPIITE 1 ..ottt ettt ss et et n e nnenes 1
L HISEOITE oottt s sttt neae s s none 2
1.1 LeS PrODIOIGUES ...ttt vttt st 2
LT DEfINMIGION ..ottt ettt et 4

2. Description des bactéries ProbiotiqUES.........c.coueeeirierereerereeeeeeereeeresees e esenenens 4
2.1 PROPIIEIES.....vvniiicii ettt sttt e st 5
2.2, BaCLEries JaCtQUES ......c.cccevtiriiriiriieirii s stestectee ettt ettt st et ere e e 6
2.3. Caractérisation des genres de bactéries probiotiQUES........cccveveverereeverevinieicrererenenens 7
2.3.1. BifidoDACICTIUIN SP. ...ttt 7
2.3.1.1. Bifidobacterium lactis BD12...........coouoieieeeeuieeericreiieeeieeseeeeeees s 10
2.3.1.2. Bifidobacterium longum RO1TS .......ccccoeveiericrireierieeeeeieeeeeeeeeeeveens 11
2.3.1.3. Bifidobacterium longum 15708 ............ccccoveiiicecriceerereiieeeeeeeeeeesnan 11
2.3.1.4. Bifidobacterium infantis 15697 .........ccoveveereeevrevrevrevrereeseceseseeneseenens 12

2.3.2. LACIODACIIIUS SP......evveeieieirieieenieeesieeeeste et ns e s sone s 12
2.3.2.1. Lactobacillus helveticus ROOS52 ............cvevveverieeeeieeeeeeieesesvesieeseeenean 13

2.3.3. LACIOCOCCUS SP. ..eveeevneeeinirieieesieesesisiesensesssssesesesses et s rensssasesesesssesesessnenos 14
2.3.4. PropioniDaCteritim SP. .........c.ccoeoeevevueeeeiireieeereieseeeteeeesesserensessss e sssssesenes 14
2.3.5. PediOCOCCUS SP. ...ooeeveeeeieriiriestsieseeisei e e ettt et sttt aenssae s 15
2.3.0. LEUCONOSIOC SP. ....covvmieeiriisiiisuesieeeseeseesse e esetes sttt esesesesnsssasseses 16
2.3.7. SIFEPIOCOCCUS SP. ....ovnerveeiirresioraieieieiessiseesss s s s sesess e sessssstssssssssssenas 16
2.3.8. SACCHATONIYCES SP. ...ttt 17
2.3.9. ENIETOCOCCUS SP......covuereiuereentinieeeaeeereseseesseeeseresese s bt etestessnsenessssessassnsens 17

2.4, Croissance des ProbiotiQUES ...........cccevrueuirirreireiereriseerenesseses oo resessereresese s 18
2.5. Effets BENEFIQUES .....c.ccvemeiriiieiiiic ettt 19
2.6. Effets NEGALIfS......c.oueiiiiiieciiricitecetee ettt 19
2.7. Principaux aliments fONCHONNEIS .........cocooivieeiiiteeieiece e 22
2.77.1. DOSES reCOMMANUEES ......coervimirreirieieineieete ettt ese e eenennenas 23
2.7.2. PréDIOLIGUES ...ttt ettt 23

3. Le fromage comme matrice pour « livrer » des probiotiques ..............cccevevrveveeeernenen. 24
3.1. Moment d’addition...........c.cecrueinieriininieeeeee et 26
3.2, Le Cheddar..... ..ot 27
3.3 LS AEFIS ottt 27

4. Immobilisation CElULAITE. .........c.oeiririiireeee ettt 30
4.1. Un phénomene NALUTEl ...........cccovueiiminiriirieieieese ettt 30
4.2. Types d’immobilisation CellUlAITe............coeveeeriiiriieicrcteeeceeceeeee e 31

4.2.1. Agrégation, adhésion et adsorption a des transporteurs poreux...................... 31




vii

4.2.2. Rétention des cellules a I’aide de structures préformées...........cccoevvervreennenee. 31
4.2.3. BioencapsUlation .........ccccvvveriieiienierenieenienensensessesnseesesseeseessesseessessesssessessees 32

5. ENCAPSUIALION ..ooviiiiiriieiiie ettt ettt ettt ettt sbe bbb bebebanbans 32
S L LE PIINCIPE ottt b e sttt nenenaen 33
5.1.1. Immobilisation des billes de gel ........cccoeiiiiiiinininiecncere s 34
5.1.2. Formation directe de membrane ...........coccoveieiiriinienienienieieeneeenennereeenenens 34
5.1.3. Enrobage des billes de @€l ........covvviinininiriiiiienieieceeee e e 34

5.2. Avantages de la microencapsulation ..........c..coeeceveevcrienenenienieseeeeeee e 35
5.3. Désavantages de la microencapsulation ........c..c.ccoeveereneniennieninencneeeeenennennes 35
5.4. Comment choisir une technique de microencapsulation ........c..c.ccecevvevrerereereennennnn 37
5.5. Techniques de microencapsulation..........cocouevueeeiecnenientereereeese et 38
5.5.1. Gélification iONOLFOPIQUE.......cccueeiriiirtererierirestereereesresieestessesssessassessesseesnens 38
5.5.2. ATOMUSALION ..cuvniiiiiiiiiieeteetctetee ettt b bt e sttt et e be e baeresr e b sbeene 40
5.5.2.1. « Spray-chilling » et « Spray-drying » .....c..cccccecevvevvinenenccnncnieiennrennennns 40
5.5.2.2. « SPray-COAUNE » ..ceuverririiriiriiireenieserresestsreessesteestessessesssesseessensasssessenses 41

5.5.3. EMUISION.....ovvoveeeoeeee st 42
5.5.4. SEparation de Phase ..........ccoeviviiiniiiiiiin e e 43
5.5.5. TEChNIQUES «€ A SEC M c.eenviriiienieieieieieicee sttt st saa b e 44
5.5.5. 1. MOUNINAGE ....ceviiiiiieeeit ettt sttt et sn e s na e 44
5.5.5.2. EXITUSION.c.ciiuiiiiiiiiieit ettt sttt b e snenenns 45

6. Choix des pOlyMEres @ IESIET .....c.veuiiiiviiiientieirieeeeee ettt ettt et 45
6.1, AIZINALE ..oviiiiiiiiiiiiieiecee ettt b ettt e er e e be b 46
6.2, K-Carraghénane ...........ocoviiiiiiiiiiiiniiceccte e 48
6.3, AMIUON 1.ttt ettt ettt ettt st st s b et b bebanban 50
6.4. Gomme de ZEllANE .........ooviiierieriiiieecn et 51
6.5. Carboxymethyl CEHTUIOSE .........eoueeiieeeiceeeen ettt 53
6.6. GEIALIME. ......oviiviiniiiiiteiiicitete ettt et st be e s e ns 54
6.7, PECHIME ...ttt sttt e be st s be st e st ebebensannans 55
6.8, CRITOSANE ...ouviiviiiicieir ettt bttt e s be e ba b 56
6.9. AICOOI POLYVINYL...ccviiiiiiiiiiiiieetete ettt sttt ettt se e essebeenee s 56
6.10. Protéines et gras laitierS..........ccceevieiiriiiniiieniinienrese et e sre s 57
7. Aliments enrichis de probiotiques encapsulés.........cccoevrrervierciiieneiineene e 58
8. Le fromage cheddar.... ..ot 60
8.1. HiStoire du frOmMAage ........cceevuiiiiiiiiiienenirieese ettt st e 60
8.2, Le ChEAAAr ......ecouiiiiiiiiiii ettt e 61
8.3. Définition du fromage cheddar selon Santé Canada ...........ccceeveveveeveniiceenneennenn, 61
8.4. Marché du cheddar .............coooioiiiec e 62

9. Fabrication du fromage cheddar............ccccociiiiiniiniininince e 63
0. 1. LeS TEIMENES .....coviiiiiiiiiiiniiee ettt ettt s s s et eae e e seens 63
9.2. L’eXPErMENTALION ....ovviviiiiiiiiiiiiiriieecieeeee ettt ettt ettt et ene 64
9.3. Procédé de fabrication ...........ccccooiiiiieiiiic e 65
Etape 1 La préparation du Jait .......coceoveiiioiiniiiiiienieteeeeee e 65
Etape 2 : Ensemencement des bactéries JaCtiqUeS .................ovevveevvereeeereesreeseresnene. 68
Etape 3 : La coagulation du lait.......ccooeevrvieninieiinniineni et 70
Etape 4 : L’égouttage du COAgUIUM ...........oveeveeeeeeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeseeee e 72
Etape 5 : La CUiSSON €t 1€ SOULIAE ......vvvvvvvvereeeceee oo eee e eeeesseese s eseseas 72

Etape 6 : La cheddariSation ...........co..covoiveeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeesesesessesseesseseseesene 73




viii

T A B 74
Etape 8 : Le MOUlAZE €L 1€ PrESSAZE ......ceuverrueiereet et 74
Etape 9 : L’affi TIAZE coecvetitri ettt e e s e e s e 75
9.4 AnalySes fIOMAETES ........cuvvumrvriiuiecreieeieeeeeeeeeeeeee oo oo 76
B0 PLOJEE ittt 76
10. 1. PrObIEMAtIQUE. ..........oveeeceeinct e e 76
10.2. HYPOTNESES .....c.ooeeeter e 79
10.3. OBJECHTS AU PIOJEL......uveeeeirrieiieeciceeeee e e eeese 79
10.4. Moyens pour atteindre 18 ObJECHS ............ovueeeeeeeeereeeeeeeeeeoeoeooooeooooooo 80
CRAPIIIE 2 ..ot e e 83
I. Choix d’un milieu sélectif aux bifidobactéries .........owovovmvemvevoooooooooo 84
L1 ESSai d€ CTOISSANCE .....ccueeeeiniriiecectece e e eeeese 84
1.2 Essai de s€lectivité en bouillon ..................ooveeeeeeeomeseeeeoeeoooooooooooo 85
1.3 Essai de sélectivité lors de fabrication en mini-fromagerie ...........cccovviiviinnee... 87
1.4 Essai de sélectivité lors de fabrication fromagere .............o.oovovvvvoocovoooeo 90
2. RESUNALS d€ 12 TECHEICE .......ceveeee e 91
CRAPILIE 3 ..o s 92
Effect of Time of Inoculation, Starter Addition, Oxygen Level and Salting on the
Viability of Probiotic Cultures during Cheddar Cheese Production ... 93
1. Contribution des AULEUTS............ouvvvuieieeieieeeeeeeeeeeeeee oo e 94
2 RESUIMIES oottt e e e e 94
2.1 RESUME €N fTANGAIS.......eveieierieiictctceeeeee e 94
2.2 ADSITACE w.eveviee et 95
3 INOAUCTION c.eve et 96
4. Materials and MEthOGS .........c.oouuiviuerueiieicrceieeeeeee oo 98
A1 CUIUTES oot eeeeeee e 98
4.2 Laboratory-scale Cheddar manufacturing SYStem...........o.ovevevveooooooooooooeo 100
4.3 Effect of dissolved 0XYZEn 1€Vel ..........o..o.ooueveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeoeoeeoeoeeoeeoo 101
4.4 Effect of time of inoculation of the probiotic CUltUFES ..............oooooooooeoo 102
4.5 ANALYSES ..o e e 103
4.6 CalCULALONS ...t 104
4.7 Statistical analYSES........c..ceermurerrirerierriieeeeeeeeecee e ees e 105
5. Results and diSCUSSION.......c.cuuevuriuuieieicecieeeeeeeeeee e 105
5.1 Effect of dissolved 0XYZen 1€Vel ...........o....oveureeeeeeeeeseeeeeeeeeeoeeoeoeeooooeoo 105
5.2 Effect of starter addition..............o.ovueiueeeieioeeeee oo 109
5.3 Effect of the moment of iNOCULAtION .............eeeeerereeeeeoeoeoeooooo 112
5.4 Stability during SOTAZE .......covvueveiveireeeieeeeeeeeeeeeeeee oo 114
5.5 PEISPECHIVES ...vovoviieeeeiceeeis e 116
6. COMCIUSION. ..ot e e 117
7. ACKNOWIEAZMENLS ..ot 118
8. REIEIENCES ...t 118
CRAPIIIE 4 ...t 122
Viability of Bifidobacterium longum in Cheddar Cheese Curd during Manufacture
and Storage: Effect of Microencapsulation and Point of Inoculation .............oooo...... 123
1. Contribution des AULEUTS...........oe.uriuiurreiee e oo 124
ZURESUIMES oo 125

2.1 RESUME €N FTaNGaIS.......cuuevreieieiieieececeeeee e 125




2.2 ADSITACT. ...eviuiiiiiictcice ettt et s bttt e r bbbt et ereereenennens 126
L INIFOAUCHION .ttt eae st ne s seas 127
2. Materials and Methods ..........coeivievnieiriineiie e 129
2.1 CUIEUTES ..ottt ettt bbb et es b s e b e besbesbeneernrsenens 129
2.2 Production of freeze-dried and microencapsulated probiotic cultures................... 130
2.3 Cheese PrOQUCHION ......ceeverueriirieieiricrteserteere sttt et aseressease b essessessetesseneessans 131
2.4 Incorporation of probiotics during cheese manufacturing...........occcccoveeeevvvevennnen. 132
2.5 ANALYSES .ottt e b b nene 133
2.6 CalCulations .....o.iiuiiiceiiieieceeetete ettt b e e b e renenens 135
2.7 StatiStICAl ANATYSES .....vveererieiieieieeeterrete e ee ettt eas e ess et ebeereneereensons 136
3. Results and diSCUSSION .......ccccoeriiiciriireeeeerectre e be b v e 136
3.1 Effect of ME on viable counts during production ...........ccccceceueueiverreeveseerererenenas 136
3.2 Effect of point of inoculation on viable counts during cheddar manufacturing.... 139
3.3 Viable counts during SLOTAZE .......c.coevurvevereriereirieinieieeeee e esaste e se s 140
3.4 Effect of inoculation methods on the chemical composition of cheeses............... 145
3.5 Sensory analySes.......coiveciiriiiiircieeeee e 147
4. CONCIUSION ...ttt ettt b et sa ettt e e nee 147
5. ACKNOWIEAZIMENLS .....cviiiiiniiiiiiiiiicciecestet ettt ettt sae e 149
6. RETEIENCES ..ottt ettt as et b et et eneeteeresneseas 149
CRAPIITE 5 ..ottt ettt ess e bt ess s erseansseseneanes 152
DiScussion GENETale.......c.coeouiuevirivieiniiiiiniiciete et 153
Conclusions générales et perspectives fUtUres.........ocvviverreieinreeenreieereeresre e 160
REFEIEICES ...ttt et sr e bbb et eenes 162

APPENAICE A ...ttt ettt st e st ene s 184




Liste des Tableaux

Chapitre 1

Tableau 1: Espéces de bactéries et de levures les plus communes considérées
comme des probiotiques potentiels ou présentement utilisées A ce titre...................7
Tableau 2: Effets bénéfiques potentiels des probiotiques..................c.eeeunn..... 20
Chapitre 2

Tableau 1: Milieux testés et résultats obtenus pour I’essai sur la croissance de B.
longum 15708 et de ferments lactiqUeS..............oooieeiiiiin e eee e 85
Tableau 2: Milieux testés et résultats obtenus pour ’essai de sélectivité en bouillon
d’un mélange de B. longum 15708 et de ferments lactiques..............................86
Tableau 3: Décomptes obtenus sur les différents milieux pour les essais de
fabrication en mini-fromagerie.................ooiiiiini i, 88
Tableau 4: Observations microscopiques des colonies sur milieux LP et RAF aprés
7 JOUrS d’ENETEPOSAZE. . ... eevneieeeit i, 89
Chapitre 3

Table 1: Incubation time required to prepare the various inocula and populations
obtained in the cultures. Adapting the incubation time aimed the preparation of cells
having similar physiological SEAtes................ccoviiuiieii e 106
Table 2: Viable probiotic counts, distribution and ratio from tests for the selection
of an oxygen sensitive strain in starter-less cheese production (Log CFU-mL"' or
U )t 107
Table 3: Effects of inoculation moment of B. longum 15708 and salting of the curds
on viable counts in model cheese productions (bifidobacteria counts are in Log
CFUML 08 CFU-E ). .o 112

Chapitre 4

Table_1: Effect of microencapsulation (ME) and of the point of inoculation on
viable counts of B. longum 15708 (Log CFU-mL"' or g during cheddar cheese
PrOAUCHION. ...ttt e, 138
Table 2: Effect of the point of inoculation on cell distribution and on the evolution
of the ratio of B. longum 15708 cells recovered to those inoculated (Ratio R/I)
during cheddar cheese production..................ooooiviiniiiiniie e, 139
Table 3: Effect of the point of inoculation of B. longum, the pressing of curds as
well as storage time on some cheese chemical characteristics......................... 143




X1

Liste des Figures

Chapitre 1

Figure 1: Echelle suggérée de I’apparition de la fermentation lactique par rapport 2
I"évolution de I’espece humaine ...................ccooeeeeeeenssiiiiee D
Figure 2: Elie Metchnikoff .............cooooiiiiiiiiiiin e 3

Figure 3: Produits intermédiaires et enzymes de la voie métabolique F6PPK pour
I"utilisation du glucose par les bifidobactéries...................ccovvvvieeeeo 9

Figure 4: Principe de ’encapsulation .....................oooomeiuiiee e, 33

Figure 5: Structures de "alginate...................ccoooeeimremuiin i 47

Figure 6: Structures des différents types de carraghénanes............................49

Figure 7: Structures de I'amylose et de amylopectine....................ovovvvvil] 51

Figure 8: Structures de la gomme de gellane...................cooooviiiiii i, 52

Figure 9: Structure répétitive dans la molécule de carboxymethy! cellulose..........53

Figure 10: Structure typique de la molécule de gélatine...............cccvvovvveiiin, 54

Figure 1 1: Chafne principale d’une molécule de pectine.........................voio) 55

Figure 12: Structure générale du chitoSane..............ccoovvuvuieeeioie ] 56

Figure 13: Structure répétitive d’une molécule d’alcool polyvinyl...................57

Chapitre 3

Figure 1: Viable counts of B. longum 15708 in model cheese throughout storage
(1 day at 22°C and 20 days at 4°C)..........ccoveeenneeeeeoeeeeeeeceeseoon 115

Chapitre 4

Figure 1: Effect of pressing of curds on the subsequent viability of B. longum 15708
dUIING SLOFAE......iiiii i, 142

Figure 2: Effect of the point of inoculation of B. longum 15708 during manufacture
on the culture’s stability during cheese storage................oo.ooveeiieiiiiii, 144
Appendice A

Figure I: Viable counts of B. longum 15708 in model cheese throughout storage
(1 day at 22°C and 20 days at 4°C)...oeeivnienie e 185




Xii

Liste d’abréviations

AC : Acide ascorbique

ACIA / CFIA : Agence canadienne d’inspection des aliments / Canadian Food Inspection
Agency

ADN : Acide désoxyribonucléique

AK : Acétokinase

ANOVA : Analyse de la variance

ATCC : American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)
ATP : Adénosine triphosphate

BHI : Milieu Brain and heart infusion, soit un bouillon A base de nutriments de cerveau et
de cceur de bovins

Ca™: Cation de calcium

CaCl, : Chiorure de calcium

CFU ou cfu / UFC: Colony-forming unit / unité formatrice des colonies
cm : Centimetre (s)

CO; : Dioxyde de carbone

CO,” : Anion carbonate

DO : Dissolved oxygen (oxygene dissous)

EDTA : Acide éthyleénediaminotétraacétique sel disodique

Eq(s): Equation (s)

F6PPK : Fructose-6-phosphate phosphocétolase

FAO : Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et I’agriculture
Fig (s) : Figure (s)

g : Gramme (s)

GDL : Gluconodeltalactone

GRAS : Generally Recognized As Safe

Groupe G-C : Guanine-Cytosine




Xiii

h : Heure (s)

H* : Cation d’hydrogene

H, : Hydrogéne gazeux

H,0; : Peroxyde d’hydrogéne

HK : Hexokinase

HPLC : Chromatographie en phase liquide A haute performance
kg : Kilogramme (s)

L : Litre (s)

log : Logarithme

LP: Milieu a base de chlorure de lithium et de propionate
ME : Microencapsulated (microencapsulé)

min : Minute (s)

mg : Milligramme (s)

mL : Millilitre (s)

MPa : Mégapascal (10° pascals)

MRS : Milieu de Man, Rogosa et Sharpe

MRS-Ox-Bile : Milieu de Man, Rogosa et Sharpe enrichi de bile déshydratée (oxgall
(Merck & Co. #1.03756))

nm : Nanometre (1x10” metre)

N, : Azote gazeux

O, : Oxygene gazeux

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
P : Probabilité (P-value)

P/V ou W/V : poids/volume

PCA : Plate count agar (milieu non sélectif)
pH : Potentiel hydrogene

pl : Point isoélectrique
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PGI : Glucose-phosphate isomérase
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Ratio R/I : Ratio de cellules de B. longum 15708 retrouvées sur celles inoculées
rpm : Rotations par minute

s : Seconde (s)

SEM: Standard error of the mean (erreur type de la moyenne)
SN : Azote soluble

TA : Transaldolase

TCA : Acide trichloroacétique

TCA-SN : Azote soluble dans I"acide trichloroacétique

TK : Transcétolase

TN : Azote total

TPY : Milieu tryptose, peptone, yeast (levure)

V/V : volume/volume

W/W : poids/poids

WSN : Azote soluble dans I’eau

a: alpha

B : béta

K : kappa

t: iota

A : lambda

pm : Micrometre (1x10°® métre)




Chapitre 1

Revue de littérature
et introduction




1. Histoire

L’humain consomme des aliments fermentés depuis de trés nombreuses années. La
fermentation lactique est utilisée pour la conservation d’aliments depuis I’ apparition
de ’homme; les premiers humains ont rapidement compris qu’il s’agissait d’une
fagon simple et sécuritaire de conserver les aliments. En effet, certaines découvertes
archéologiques démontrent que la fermentation lactique a été découverte par les
premiers humanoides, il y a environ 1,5 million d’années (Leakey, 1993). La
figure | représente une échelle suggérée pour représenter a quel point la technique
de fermentation lactique est arrivée rapidement dans le développement de 1I’humain.
Le phénomene n’a cependant été compris et expliqué que plusieurs millénaires plus

tard, avec la découverte des bactéries et les premieres recherches microbiologiques.

Premiers dessins

dans les grottes Revolution industriefle
30 000 av. J.C. (1850); Antibiotiques et
JL réfrigération (1950)

S——

Apparition de Deécouverte de la Apparition de

I'Homo erectus fermentation lactique Maitrise du feu I'Homo's. ap,-ensa

2 millions av. J.C. 1.5 million av. J.C. 0.8 million av. J.C.
200 000 av. J.C.

Figure 1. Echelle suggérée de I’apparition de la fermentation lactique par rapport &
I’évolution de I’espéce humaine (Molin, 2006)

1.1 Les probiotiques

On reconnait depuis de nombreuses années les bienfaits de certaines bactéries pour
le corps humain. Les aliments fermentés sont consommés pour contrer la diarrhée
depuis des siecles, soit avant méme 1850. C’est le chercheur allemand Theodor
Escherich qui prouva les bénéfices de la colonisation précoce de I’intestin de jeunes
enfants pour la digestion en 1886 alors que Ddoderlein fut le premier 3 la méme

époque a suggérer I’association bénéfique des bactéries de la flore vaginale




produisant de I’acide lactique prévenant maladies et infections (Goktepe er al.,
2006). Les bactéries lactiques sont quant a elle connues depuis 1857, découvertes et

décrites par Louis Pasteur.

Plusieurs recherches avaient préalablement permis de proposer les effets bénéfiques
des bactéries lactiques, mais on attribue cependant & 1’Ukrainien Elie Metchnikoff
(Figure 2) la découverte de I’effet de ces bactéries
et 'essence méme du mot probiotique. En effet, ses
travaux réalisés en 1907 ont permis d’émettre
I’hypotheése que la consommation de produits de lait
fermenté permettait de contrer I’effet de bactéries
putréfactives intestinales, ce qui aurait expliqué, a

cette époque, la longévité de paysans bulgares qui

(e, T

Figure 2 : Elie MetchnikofT
(Encyclopédie Britannica Online, 2008) (Gardiner et al 2002'3) Au méme moment, le
. .

consommaient ce type d’aliment en grande quantité

pédiatre francais Henri Tissier proposait également
au terme de ses travaux de recherche que les bactéries du genre Bifidobacterium
pourraient étre une avenue intéressante pour le traitement de diarrhées chez les
enfants, afin de restaurer la balance de leur microbiote intestinal. Cette étude fut
publiée en 1906, soit six années suivant la découverte et la caractérisation par le
méme chercheur des Bifidobacteria, isolées des selles de nouveaux-nés nourris de

lait maternel (Doleyres, 2003).

Au début du 20° siecle, les découvertes de Metchnikoff et Tissier étaient si
prometteuses que des exploitations commerciales ont immédiatement été mises sur
pied. Les résultats cliniques n’étaient cependant pas toujours positifs et pas aussi
importants qu’escompté. L’engouement pour les probiotiques a donc perdu de la
popularité, puisque le concept était scientifiquement non démontré. Ce n’est que
depuis les trente dernieres années que les chercheurs s’intéressent de plus en plus

aux probiotiques, puisque les effets positifs sur la santé commencent 2 étre




démontrés et les especes spécifiques de bactéries entrainant ces effets commencent

a &tre identifiées et caractérisées (Organisation Mondiale de la Santé, 2001 ).

1.1.1 Définition

La premiére personne ayant utilisé le terme « probiotique » a probablement été le
chercheur Kollath en 1953, qui a utilisé ce mot pour décrire les aliments améliorant
la santé et pouvant étre utilisés 2 titre de suppléments. Il a utilisé le terme
probiotique, soit «en faveur de la vie » selon la racine latine, en opposition au
terme antibiotique. Depuis ce temps, le terme a souvent été repris et la définition a
¢té rodée au cours des années par les suggestions de nombreuses équipes de
recherches (Gardiner et al., 2002b). La définition du mot « probiotiques » retenue et
acceptée par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et I’Organisation des
Nations Unies pour I’alimentation et ’agriculture (FAO) depuis 2001 et toujours
d’actualité est: « Microorganismes vivants qui, lorsqu’ingérés en quantité
suffisante, exercent des bénéfices pour la santé de I’héte au-deld de leurs effets

nutritifs. » (Organisation Mondiale de la Santé, 2001; 2006).

2. Description des bactéries probiotiques

Les bactéries intestinales sont d’une trés grande importance dans la santé humaine.
Elles sont trés nombreuses, soit au-dela de 100 000 milliards, divisées entre 400 et
500 especes différentes qui comportent des réles primordiaux, dont une
complémentation a la digestion et a I’absorption de nutriments, la synthése de
plusieurs vitamines, de mé&me qu’un important apport aux défenses immunitaires
(protection contre Iinstallation de divers organismes néfastes, diminution du
passage de microbes dans le sang, diminution du potentiel carcinogéne et mutagéne
de certaines substances, etc.) (O’Grady et Gibson, 2005). Plusieurs preuves de
I"influence des bactéries intestinales ont été rapportées, telle que I’incidence de
différentes maladies, souvent associée 2 la diminution du microbiote intestinal. Les

probiotiques font partie de ce microbiote.




2.1. Propriétés

Toutes les bactéries intestinales ne sont pas considérées comme des probiotiques.
Plusieurs souches dans les genres Escherichia, Enterococcus et Clostridium entre
autres, peuvent entrainer différents problémes si un déséquilibre survient. En fait,
les caractéristiques principales associées aux probiotiques sont les suivantes. On

estime que la souche bactérienne doit :

I- Etre exempte de toxicité et/ou de pathogénicité.

2- Etre un genre bactérien d’origine humaine.

3- Etre en mesure de survivre dans le systéme gastro-intestinal, ¢’est-A-dire de
réussir a outrepasser les défenses de I'organisme, de méme que ’acide
gastrique et les sels biliaires.

4- Etre en mesure d’adhérer et de coloniser la muqueuse intestinale.

5- Proférer un avantage pour la santé de I’héte in vivo (Ex : protection contre
les pathogenes, aide a la digestion, propriétés anti-cancéreuses, stimulation
des défenses immunitaires, diminution des symptomes et de I’occurrence de

maladies intestinales et d’allergies, etc.) (Salminen et Isolauri, 2006).

Toutefois, il y a constamment remise en question des caractéristiques essentielles
des probiotiques. Ainsi, une allégation santé récemment autorisée (EFSA, 2010) est
reliée a ’hydrolyse du lactose chez les sujets qui le digeérent mal. Dans ce cas, les

souches n’ont pas a répondre aux criteres 2, 3 et 4 ci-haut.

Pour avoir la chance de profiter des différents effets bénéfiques des probiotiques, il
faut cependant en faire une consommation fréquente, voire réguliére, puisque leur

présence dans I’intestin n’est que provisoire (Salminen et Isolauri, 2006).

Plusieurs espeéces bactériennes sont considérées comme des probiotiques, dont

plusieurs font partie du groupe des bactéries lactiques.




2.2. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes capables de transformer les
glucides en acides carboxyliques, principalement I’acide lactique. Les baisses de pH
ainsi créées dans le milieu permettent de prévenir les infections en inhibant
plusieurs bactéries pathogénes. Le principal intérét des bactéries lactiques, en
omettant les propriétés probiotiques, est leur utilisation pour la fermentation du lait
(yogourt, fromage), des légumes (choucroute), des viandes (saucissons secs), des
céréales (pains de spécialité) et méme des fruits (malolactique des vins). Les
microorganismes de ce groupe sont souvent privilégiés pour la fermentation
alimentaire pour plusieurs raisons. Tout d’abord, ils permettent de développer
différentes saveurs et textures uniques dans les aliments et participent 2 leur
préservation, grice a Iacidification. Egalement, les bactéries lactiques rendent les
aliments plus digestes en transformant une bonne partie du lactose du milieu en
glucose et galactose grice A la P-galactosidase, jusqu’en acide lactique et en
hydrolysant partiellement plusieurs protéines et lipides du milieu. Leurs actions
augmentent aussi la biodisponibilité des vitamines et minéraux (Champagne et

Gardner, 2005; LeGras, 2007; EFSA, 2010).

Plusieurs bactéries lactiques possédent des propriétés probiotiques, dont certaines
especes des genres Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus et Leuconostoc. Le genre Bifidobacterium est également reconnu pour
ses nombreuses propriétés probiotiques, mais ne fait pas partie intégrante du groupe
des bactéries lactiques 4 cause de la forte concentration en groupes G-C de son
ADN, qui n’est pas typique des bactéries lactiques strictes. Cependant, les
caractéristiques morphologiques, biochimiques et le type d’habitat (tractus gastro-
intestinal) de ce genre bactérien en font un membre généralement accepté du groupe
des bactéries lactiques, bien que non relié phylogénétiquement aux genres plus

traditionnels (Gardiner et al., 2002b; LeGras, 2007).

Les principales espéces de probiotiques sont regroupées dans le Tableau 1.




Tableau 1. Especes de bactéries et de levures les plus communes considérées comme des
probiotiques potentiels ou présentement utilisées a ce titre

Lactobacilli Bifidobacteria Autres genres bactériens et levuriens
L. acidophilus* B. adolescentis* Enterococcus faecalis
L. casei* B. animalis ssp. animalis* Enterococcus faecium
L. crispatus B. animalis ssp. lactis™ Lactococcus lactis spp. cremoris
L. delbrueckii spp. bulgaricus B. bifidum* Lactococcus lactis spp. lactis
L. fermentum* B. breve* Leuconostoc mesenteroides
L. gasseri* B. essensis Pediococcus acidilactici
L. helveticus B. infantis Propionibacterium freudenreichii
L. johnsonii* B. lactis Saccharomyces boulardii
L. lactis B. longum ssp. infantis* Streptococcus thermophilus
L. paracasei® B. longum ssp. longum*
L. plantarum* B. thermophilum
L. reuteri

L. rhamnosus®

L. salivarius*

* . Especes reconnues par |’ Agence canadienne d’inspection des aliments comme des probiotiques pour
fins d’allégations non associées & la souche. Sources : Gardiner et al., 2002b; Macouzet et Champagne,
2007; Champagne et Gardner, 2005; Shah, 2007; CFIA, 2009.

Au Canada, seules les especes identifiées d’un astérisque dans le Tableau 1 sont
reconnues par 1’Agence canadienne d’inspection des aliments comme des

probiotiques pour fins d’allégations non associées a la souche (CFIA, 2009).

2.3. Caracteérisation des genres de bactéries probiotiques

2.3.1. Bifidobacterium sp.

Les deux principaux genres de bactéries probiotiques sont les Bifidobacterium et les
Lactobacillus, tel qu’illustré dans le Tableau 1. On peut possiblement expliquer ce
fait par le statut de ces bactéries considérées généralement sécuritaires et associées
avec la santé humaine, de méme qu’a leur présence dans les produits alimentaires

fermentés (Gardiner et al., 2002b).




Depuis leur découverte en 1899, la taxonomie des bifidobactéries a continuellement
été modifiée, les espéces étant associées A tour de role A toutes sortes d’autres
genres bactériens. Le genre Bifidobacterium a officiellement été créé en 1974 pour
caractériser les différentes especes qui ne se classaient correctement dans aucun

taxon déja défini.

La morphologie des espéces de bifidobactéries varie grandement entre elles, passant
de cellules courtes a longues, allongées A coccoidales, arrangées en étoiles, en « V »
ou en palissade, selon les especes et les conditions de culture. D’autres
caractéristiques existent cependant, qui sont communes 2 toutes les especes de
Bifidobacterium. Ce sont des eubactéries répondant positivement au test de Gram,
non mobiles et ne formant pas de spores. Leurs conditions de croissance sont
souvent moins fastidieuses que les Lactobacillus, mais certaines souches peuvent
requérir des conditions particuliéres. Ces bactéries sont généralement mésophiles
(mais supportent bien des chaleurs assez élevées), neutrophiles et anaérobies
strictes, bien que certaines espéces tolerent 1’0, en présence de CO, (Gardiner et al.,
2002b). De plus, leur ADN contient généralement un pourcentage assez élevé en G-
C, soit entre 55 et 67% (Biavati et Mattarelli, 2001). En 2010, on répertoriait
31 especes de bifidobactéries, dont 11 provenant d’humains et les autres, isolées
d’animaux, d’insectes, de lait fermenté et autres sources environnementales (Lee et
O’Sullivan, 2010). Certaines souches peuvent produire une bactériocine nommée la

bifidocine B (Tamime, 2002).

Le genre Bifidobacterium est caractérisé par le catabolisme du glucose et du
fructose qui est fait par la voie métabolique de la phosphocétolase, couramment
appelée «bifid shunt », représentée a la figure 3. En fait, cette voie est une
particularité du genre bactérien, puisqu’aucune autre bactérie intestinale Gram
positive ne I'utilise. De ce fait, I’enzyme fructose-6-phosphate phosphocétolase
(FOPPK) est souvent utilisée dans les tests de détection, afin de confirmer la
présence de bifidobactéries (Caescu et al., 2004). Certains sucres, comme le

lactulose ou des oligosaccharides non digestibles, sont utilisés préférentiellement




par les bifidobactéries habitant le cdlon, ce qui leur offre un avantage sur plusieurs
autres genres bactériens incapables d’utiliser ces polyméres comme source

d’énergie (Rasi¢ et Kurmann, 1983).

A glucose

TP
Vi,

glucose~6P glucose~6P
IPG]

fructose~6P

Pi
F6PPK k AP
acetyl~P —LK) acetate
A

fructose~6P erythrose~4P

PGI

TA

glyceraldehyde~3P sedoheptulose~7P

TK

xylulose~5P ribosc~5P

| l

The Pentose Phosphoketolase Pathway

Figure 3. Produits intermédiaires et enzymes de la voie métabolique FOPPK pour
Iutilisation du glucose par les bifidobactéries (Caescu et al., 2004)

Les bifidobactéries représentent une large majorité des espéces bactériennes
retrouvées chez les nouveaux-nés allaités au sein. En effet, ces microorganismes
sont favorisés dans ce cas, puisque le lait maternel contient du lactose et des
glucides simples, mais également plus de 80 types d’oligosaccharides, qui ne
peuvent €tre digérés que par certaines bactéries, dont Bifidobacterium sp. (Newburg
et Neubaer, 1995). Chez I’adulte, les concentrations de bifidobactéries sont
beaucoup plus faibles. En fait, on ne retrouve que de 3 2 6% de bifidobactéries dans
le microbiote fécal bactérien chez I’adulte, dépendant de 1'dge et de la diéte du sujet

(Biavati et Mattarelli, 2001).
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La survie des bifidobactéries dans I'intestin est attribuable 2 différents facteurs, qui
ont ét€ confirmés par le séquengage du génome de différentes especes. En effet, de
grandes quantités de génes inhabituels, codant pour différentes enzymes
catabolisant plusieurs types d’oligosaccharides complexes ont été découverts, ce qui
contribuerait a la résistance et la compétitivité des bifidobactéries dans le cdlon. De
plus, des génes produisant des fimbriae pouvant se lier aux glycoprotéines ont
également été identifiés, ce qui pourrait étre important pour I’adhésion et la

persistance des différentes especes dans I'intestin (Schell er al., 2002).

Une seule espece de bifidobactérie a un potentiel pathogene, soit B. dentium. Toutes
les autres espéces sont considérées inoffensives, et plusieurs d’entre elles sont
considérées comme des probiotiques. Les effets bénéfiques de I’absorption de
certaines souches peuvent cependant étre diminués en conditions de stress, comme
des conditions acides ou la présence d’antibiotiques ou de pathogenes dans

Vintestin (Kheadr et al., 2007).

Certaines souches de bifidobactéries ont été sélectionnées dans le cadre de notre
projet de recherche. Des souches probiotiques sensibles & I’oxygeéne devaient étre
utilisées pour tester des hypotheses de recherche, ce pour quoi Bifidobacterium
devenait un genre de choix. En effet, considérant que la majorité des especes de ce
genre vivent en conditions anaérobies dans la nature, il est probable qu’une bonne
proportion d’entre elles aient de la difficulté a gérer la présence d’oxygene in vitro
(Tamime er al., 2005). La sélection des souches pour le projet a été basée sur

différentes études démontrant cette sensibilité.

Voici un apergu de ces souches :

2.3.1.1. Bifidobacterium lactis Bb12

B. lactis Bb12 démontre effectivement une forte sensibilité 2 I’oxygene lors de sa
culture, en comparaison avec d’autres espéces de bifidobactéries (Li et al., 2010).

Cette souche bactérienne provient du fournisseur Chr. Hansen Ltd. (Barrie, ON,




Canada). Elle est étudiée depuis de nombreuses années et est méme utilisée 2 titre
de supplément alimentaire internationalement depuis 1985. Les études cliniques
réalisées jusqu’a maintenant ont permis de démontrer que la souche aide i soulager
la constipation, peut aider & prévenir la diarrhée du voyageur et améliorer les
symptomes de diarrhée aigué et permet de régénérer le microbiote intestinal apres
un traitement antibiotique (CHR Hansen, 2010). On a également démontré chez
cette souche une faible résistance a la cloxacilline et tétracycline, mais trés forte 2

I’ampicilline et I’érythromycine (Kheadr et al., 2007).

2.3.1.2. Bifidobacterium longum RO175

Cette souche provient de I’Institut Rosell Lallemand Inc. (Montréal, Qc, Canada).
Elle posséderait des qualités pour la compétition de I’adhésion de pathogénes a la
paroi intestinale dont E. coli 0157:H7, elle stimulerait la production de mucine
aidant & prévenir I’attachement des pathogénes aux cellules, permettrait d’aider 2
réduire les inflammations et préviendrait les récidives de colites ulcératives chez les

hotes affectés (Lallemand Inc., 2010).

De plus, lutilisation de cette espéce semble trés pertinente, étant donné les
caractéristiques connues de B. longum: meilleure survie aux conditions acides et a
la bile en comparaison avec B. infantis, B. adolescentis et B. bifidum, de méme

qu’une meilleure capacité de croissance dans le lait (Lankaputhra et Shah, 1996).

Cette souche bactérienne a été€ démontrée comme peu résistante a la streptomycine,
mais trés résistante 2 la cloxacilline, comparativement 2 différentes souches de
bifidobactéries (Kheadr ef al., 2007). Des études préliminaires au laboratoire ont

démontré que cette souche présente une grande sensibilité a I’oxygéne.

2.3.1.3. Bifidobacterium longum 15708

Cette souche bactérienne provenant du fournisseur ATCC (Rockville, MD, Etats-

Unis) contient un choromosome circulaire formé a 60% de liaisons G-C (Schell er
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al., 2002). L’espeéce B. longum est une des especes de bifidobactéries dominantes
chez I’humain et est la seule espece ol il est fréquent de retrouver des plasmides. La
souche a ét€ démontrée comme trés peu résistante A I’acide et 3 la pénicilline, mais
plutdt résistante au chloramphénicol, comparativement 3 différentes souches de
bifidobactéries (Kheadr er al., 2007). La résistance 3 1’acidité est un critére a
surveiller lors de I’incorporation 2 du fromage de probiotiques, puisque la
fermentation du lait acidifie inévitablement le milieu, ce qui peut donc entraver la

viabilité de souches moins résistantes i ces conditions, telle B. longum 15708.

De plus, des essais réalisés avec cette souche ont démontré une forte sensibilité i

’oxygéne (Bolduc et al., 2006).

2.3.1.4. Bifidobacterium infantis 15697

Cette souche bactérienne a été démontrée comme tres peu résistante au peroxyde
d’hydrogéne, mais trés résistante au chloramphénicol, A I’érythromycine et a
I’hydrochlorure de tétracycline, comparativement 2 différentes souches de
bifidobactéries. La résistance au peroxyde d’hydrogene est assez importante lors de
la production de fromage, puisque plusieurs espéces bactériennes libérent ce
composé dans I’écosystéme intestinal ou lors de la fermentation, comme c’est le cas
de certaines espéces de lactobacilles utilisés pour la fabrication de fromage (Kheadr

et al., 2007).

Comme B. longum 15708, la souche B. infantis 15697 provient du fournisseur
ATCC (Rockville, MD, Etats-Unis) et a été¢ démontrée comme étant sensible 2

I'oxygéne (Bolduc et al., 2006).

2.3.2, Lactobacillus sp.

Les bactéries du genre Lactobacillus font partie d’un groupe possédant une trés
grande variété d’especes qui ont chacune leurs propriétés distinctes. En effet, les

especes ont toutes une niche particuliére qui différe grandement d’une souche 2
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I"autre, mais elles ont en commun d’étre assez fastidieuses, puisqu’elles requigrent
I"apport externe de plusieurs substrats organiques complexes pour un taux de
croissance maximal. Le genre regroupe plus de 54 especes et plusieurs sous-espéces
possédant toutes les caractéristiques de réponse positive au test de Gram et de
morphologie de type bitonnets, souvent arrangés en paires ou en chaines, de
longueurs variables et non mobiles. Les différentes espéces sont généralement
microaérophiles, mais la croissance est souvent améliorée en conditions anaérobies.
Comme les autres bactéries lactiques, les différentes espéces peuvent réduire le
lactose en acide lactique, mais cette fermentation peut libérer ou non d’autres
produits résiduels (CO, et/ou éthanol et/ou acide acétique), c’est-d-dire que les
différentes espeéces peuvent étre homo- ou hétérofermentaires. Elles sont
généralement mésophiles et acidophiles, mais certaines espéces sont trés résistantes
a la chaleur. Enfin, de nombreuses espéces sont connues pour libérer une ou
plusieurs bactériocines, dont bulgarican, nisine, lactocidine, lactoline, lactobacilline,
lactobrévine, acidophiline, helvéticine, caséicine, reutéricine, etc. (Tamime, 2002;

Shanani et Chandan, 1979).

Une souche de ce genre bactérien a également été sélectionnée pour le projet de

recherche, puisqu’elle était également reconnue sensible a I’oxygene.

2.3.2.1. Lactobacillus helveticus R0052

Cette souche bactérienne provient de I'Institut Rosell Lallemand Inc. (Montréal, Qc,
Canada). Elle permettrait d’activer les cellules immunitaires, préviendrait
différentes infections intestinales dont des infections dues & Escherichia coli et
Helicobacter pylori et compétionnerait avec les pathogénes pour I’adhésion aux
cellules épithéliales intestinales. Cette famille de bactéries est reconnue comme
€tant anaérobie ou tout au plus aérotolérante (Lallemand Inc., 2010) et requiert des

apports nutritifs complexes pour une croissance optimale (Gaudreau et al., 2005).
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2.3.3. Lactococcus sp.

Un autre genre bactérien qui permet d’observer des actions santé chez les
consommateurs pour plusieurs espéces est Lactococcus. Seulement certaines
souches de ce genre peuvent toutefois étre considérées probiotiques. Les
Lactococcus sont des bactéries lactiques, mais leur fermentation homo- ou
hétérofermentaire differe selon I’espéce. Elles présentent généralement une
morphologie de cellules coccoidales formant de courtes chaines, répondent
positivement au test de Gram et sont généralement microaérophiles, mésophiles,
sans flagelles ni spores. Certaines espéces produisent des exopolysaccharides, des
bactériocines (nisine, lacticine, lactococcine, lactostrepcine, lactocine) et autres
produits de la fermentation comme le diacétyle, qui contribue grandement aux
qualités organoleptiques de I’aliment. L’espéce la plus connue est Lactococcus
lactis dont on retrouve trois sous-espéces trés souvent utilisées pour la fermentation
de lait, soit L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris et L. lactis ssp. diacetylactis,
dont les deux premigres sont également reconnues pour leurs vertus probiotiques
(Tamime, 2002). Des études récentes réussissent de plus en plus a démontrer des
effets probiotiques intéressants chez différentes souches de lactocoques, dont, 2 titre
d’exemple, des effets antimicrobiens contre des pathogénes intestinaux chez
L. lactis MMI9 et L. lactis ATCC 11454 (Millette et al., 2007; Millette et al.,
2004).

2.3.4. Propionibacterium sp.

Les bactéries du genre Propionibacterium ont généralement une morphologie de
bitonnets courts, différant selon le milieu de culture et la phase de croissance, et
répondent positivement au test de Gram. Les différentes espéces sont non mobiles,
ne possedent pas de spores, sont hétérofermentaires et sont anaérobies 2
aérotolérantes. Les propionibactéries peuvent utiliser une voie métabolique
particuliére, soit la fermentation propionique. Les produits résultants de I’ utilisation

de cette voie sont le propionate, I’acétate, le succinate et le CO,. Certaines espéces
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dont P. thoenii et P. jensenii possédent une capsule et certaines autres produisent

des exopolysaccharides (Tamime, 2002; Cousin et al., 2010).

On peut séparer les espéces de ce genre selon leur habitat de prédilection, soit les
produits laitiers alimentaires et la peau et I'intestin humains. P. freudenreichii est
une des especes de propionibactéries les plus importantes pour 1’homme,
puisqu’elle permet le développement des caractéristiques organoleptiques et la
production de COs lors de la fabrication de fromages de type suisse, comme le
gruyere ou I'emmenthal (LeGras, 2007; Tamime, 2002). Cette espéce est également
considérée comme probiotique, de méme que P. acidipropionici. Les effets santé de
P. freudenreichii ont été démontrés par plusieurs équipes de recherches, tels que
"amélioration des symptomes de la constipation, du syndrome du célon irritable,
des infections respiratoires, des allergies et des infections 2 Helicobacter pylori, la
modulation du microbiote intestinal avec effet positif sur la survie de
bifidobactéries, la prévention de dermatites, etc. Les effets de P. acidipropionici
n’ont ét€ démontrés que sur les animaux et in vitro pour I'instant, mais les résultats
sont déja trés prometteurs dans les tests sur les souris, comme la résistance 2
Salmonella typhimurium, un effet hypolipidémique réduisant le cholestérol, une
modulation des facteurs de risques pour le cancer, I’amélioration des symptomes de
colites, etc. D’autres recherches sont déja en cours sur le potentiel probiotique chez
les humains de certaines souches de ces especes de propionibactéries (Cousin ef al.,

2010).

2.3.5. Pediococcus sp.

Ces bactéries répondent positivement au test de Gram, ont une morphologie de
coques de tailles uniformes regroupées en tétrades, sont non mobiles et
thermophiles (Tamime, 2002; Tamime et al., 2005). Peu d’espéces de ce genre
produisent de I'acide lactique, mais certaines en sont capables, dont Pediococcus
acidilactici qui est la seule A étre utilisée comme agent de fermentation pour

produits laitiers. Les espéces mésophiles ont également la faculté de survivre 2 des
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concentrations de sel allant jusqu’d 6,5% (Cogan et Beresford, 2002). Certaines

especes peuvent produire une bactériocine appelée la pédiocine (Tamime, 2002).

2.3.6. Leuconostoc sp.

Ce genre bactérien posséde les caractéristiques de répondre positivement au test de
Gram, a habituellement des cellules coccoidales mais différant selon les conditions
de croissance, asporulées et non mobiles. Ces microorganismes font partie des
bactéries lactiques, puisque toutes les espéces sont capables de fermenter le lactose
et le citrate par voie hétérofermentaire. La production d’éthanol, de CO, et de
diacétyle chez certaines espéces peut étre utilisée positivement 2 titre d’arémes dans
les aliments, mais peut également entrainer des problémes lors de fabrications
alimentaires (Tamime, 2002). A titre d’exemple, certaines especes de Leuconostoc
peuvent créer I’apparition de trous dans la matrice fromaggre, ce qui en change la
rhéologie et empéche la mise en marché. Ces contaminations surviennent surtout a
cause de lait contaminé par le pis des vaches ou de la poussiere provenant de foin,
de grains et du sol (P.E.P. Caprin, 2008). Cependant, certains aspects de ces
bactéries peuvent €tre recherchés lors de production de produits laitiers. En effet,
certaines especes de ces microorganismes sont filantes et créent un aspect limoneux
a cause de leur production de polysaccharides et de polypeptides. Cette texture est
parfois recherchée chez différents aliments comme le yogourt, afin de diminuer
Putilisation d’agent gélifiant (LeGras, 2007). Une seule espéce du genre
Leuconostoc posséde des propriétés pouvant permettre de la considérer comme
probiotique, soit Leuconostoc mesenteroides, puisqu’elle est caractérisée par la

libération de la bactériocine nommée mésentéroicine (Tamime, 2002).

2.3.7. Streptococcus sp.

Une seule espece de ce genre a été reconnue comme probiotique, soit Streptococcus
thermophilus, parfois aussi nommée Streptococcus salivarius ssp. thermophilus.
Cette espece est connue pour sa libération de thermophiline, une bactériocine

empéchant la croissance de pathogénes. Le genre bactérien Streptococcus présente
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des especes dont les cellules ont morphologiquement I’apparence de coques
répondant positivement au test de Gram. Elles sont non mobiles, ne forment pas de
spores et sont homofermentaires. S. thermophilus est une espéce dont la température
de croissance optimale se situe entre 37 et 45°C, caractéristique d’ot elle tire son
nom. Elle est naturellement retrouvée dans le lait cru d’animaux un peu partout
travers le monde, mais posséde une faible activité protéolytique, malgré cet habitat
riche en protéines. Celte espece est souvent utilisée pour la fabrication de yogourt

(Tamime, 2002).

2.3.8. Saccharomyces sp.

Une seule espece de ce genre a été reconnue comme proférant des bénéfices pour la
santé de I’héte, soit Saccharomyces boulardii. Ce microorganisme est en fait une
levure qui est caractérisée par la sécrétion de protéases spécifiques contre les
toxines de Clostridium difficile (Castagliuolo et al., 1999). Cet avantage en fait un
candidat intéressant pour I’utilisation comme probiotique, surtout pour des patients
déja traités aux antibiotiques, puisque cet eucaryote est résistant i leur action. Par
contre, S. boulardii a le désavantage de ne pas persister dans I’intestin humain,
puisque son adhérence a la muqueuse n’est pas trés forte; de ce fait, ce
microorganisme doit étre administré sur une base réguliere pour présenter un effet
bénéfique (Klein et al., 1993). Des études utilisant des techniques de biologie
moléculaire ont récemment présenté des résultats suggérant que S. boulardii
pourrait €tre inclus dans I'espéce S. cerevisiae, qui est trés utilisée pour la
fermentation alcoolique dans I’industrie alimentaire (Mitterdorfer et al., 2002;

Hennequin et al., 2001).

2.3.9. Enterococcus sp.

Ces bactéries ne sont pas toujours considérées comme sécuritaires pour la santé,
mais certaines souches possédent toutefois plusieurs caractéristiques trés positives
permettant des les considérer comme des probiotiques, résultats soutenus par

plusieurs recherches (Gardiner et al., 2002b; Tompkins et al., 2008). Cependant,
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leur usage sera désormais trés limité, puisque I’OMS et la FAO ordonnent dans un
rapport publi€ en 2001 que les espéces de ce genre bactérien ne soient plus
considérées comme des probiotiques pour usage humain. Ils appuient leur
recommandation sur la forte probabilité que les bactéries présentent ou acquierent
un gene de résistance a la vancomycine, ce qui pourrait entrainer des complications
médicales si le géne était transmis A d’autres bactéries intestinales, puisqu’il a été
démontré que certaines maladies nosocomiales sont causées par ce type de bactéries
(Organisation Mondiale de la Santé, 2001). Leur utilisation comme probiotique

nécessite donc une évaluation détaillée (Tompkins e al., 2008).

2.4. Croissance des probiotiques

Généralement, les probiotiques requitrent un milieu riche pour une croissance
maximale, comme les milieux TPY (Tryptose, peptone, yeast) ou MRS (de Man,
Rogosa et Sharpe). Le lait n’est pas leur milieu de croissance idéal, puisqu’il est
trop pauvre en acides aminés libres et en petits peptides. L’effet tampon du lait peut
toutefois €tre intéressant pour les probiotiques, qui ont souvent certaines difficultés
avec I'acidité créée lors de fermentations. Certaines especes de probiotiques
possedent cependant des caractéristiques spécifiques aux bactéries intestinales. A
titre d’exemple, les bifidobactéries possédent les enzymes nécessaires pour utiliser
le lactulose et les oligosaccharides, qui sont des prébiotiques. Egalement, les
bifidobactéries et Lactobacillus acidophilus possédent certains niveaux d’activité de
’enzyme B-galactosidase qui permet la digestion du lait; il s’agit de spécificités
€nergétiques pertinentes 4 savoir pour la croissance de ces bactéries. Enfin, il est
important d’incuber les milieux de croissance dans I’environnement atmosphérique
approprié, puisque plusieurs espéces sont anaérobies strictes, dont plusieurs
bifidobactéries (Tamime er al., 2005). En fait, ’oxygéne peut étre toxique par
contact direct entrainant la mortalité des cellules, ou par réaction de peroxyde et
d’acide qui entraine la mortalité des probiotiques, puisque le peroxyde peut étre
produit par certaines bactéries lactiques en présence d’oxygene dont Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus (Lankaputhra et Shah, 1996).




2.5. Effets benéfiques

De tres nombreux effets bénéfiques sont associés aux probiotiques. Plusieurs
recherches cliniques ont été faites au cours des derniéres années et ont permis
d’associer certains bénéfices santé a des souches particulieres de bactéries
probiotiques. Il est important de préciser que ces effets ne sont souvent associés
qu’a certaines souches particulieres de probiotiques et sous certaines conditions.
Cependant, les nombreuses recherches cliniques réalisées sur plusieurs souches de
probiotiques sont souvent trés prometteuses et encourageantes pour la prévention de
certaines maladies et infections et I'atténuation des symptomes de plusieurs
malaises. Le Tableau 2 regroupe plusieurs de ces effets bénéfiques démontrés, et

quelques articles présentant des preuves scientifiques et recherches cliniques

réalisées sur le sujet.

2.6. Effets négatifs

L’absence totale de risque lié a la consommation d’aliments enrichis de
probiotiques ne peut étre garantie. Cependant, des produits de lait fermentés et des
fromages fabriqués a partir de différentes especes de bactéries lactiques, dont
Lactobacillus sp. sont produits depuis plusieurs siécles et trés peu de cas de
problemes reliés directement a la consommation de ces aliments ont été répertoriés
depuis ce temps. En fait, les microorganismes considérés probiotiques posseédent
tous le statut « GRAS », c’est-a-dire « Generally Recognized As Safe », ce qui
signifie que ces organismes ne sont pas dangereux pour la santé humaine, ni
opportunistes (Gardiner et al., 2002b). Quelques rares cas d’infections reliés a la
consommation de produits fermentés commerciaux enrichis de probiotiques ont été
répertoriés chez des individus a I’état de santé fragile, mais rien ne prouve que ces
problemes aient été spécifiquement attribuables a la consommation de lactobacilles
(Mackay er al., 1999; Rautio et al., 1999). Certains risques existent considérant la
translocation bactérienne, c’est-a-dire le passage des bactéries du tractus gastro-

intestinal vers d’autres organes, dont le sang, le foie, les reins, les nodules
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Tableau 2. Effets bénéfiques potentiels des probiotiques

Effets biologiques

Littérature associée i la découverte

Diminution des symptémes et/ou prévention de :

Diarrhée

Siitonen et al., 1990; Armuzzi ef al., 2001; McFarland et al.,
1995; Black et al., 1989; Rosenfeldt er al., 2002

Hypercholestérolémie

Anderson ct Gilliland, 1999; Agerback et al., 1995;
Dambckodi et Gilliland, 1998

Maladies inflammatoires du cdlon (colite
ulcérative et maladie de Crohn)

Guslandi et a/.,2000 ; Furric et al., 2004; Kruis ef al., 1997

Pouchite

Mimura er al., 2004; Gosselink et al., 2004

Syndrome du célon irritable

Nobaeck er al., 2000; Hunter ef al., 1996

Entérocolite nécrosante

Mao et al., 1997; Hoyos, 1999

Infection du foie

Adawi er al., 1997; Nanji et al., 1994

Constipation

Infection & Helicobacter pylori

Motta et al., 1991; Scki et al., 1978

Bhuiiu et alt, I98-9;Edolo et a}., 1995

Hypercroissance bactérienne dans I'intestin gréle

Siemenholf er ;II., 1996

Cancer du c6lon

Reddy et Rivenson, 1993; Rao et al., 1999

Cancer de la vessie

Aso ct Akazan, 1992; Ohashi et al., 2002

Cancer du col utérin

Okawa et al., 1993

Cancer du sein

Reddy ct Rivenson, 1993; Knekt er al., 1996

Allergies

Isolauri et al., 2000; Trapp et al., 1993

Dermatites atopiques

Kalliomiiki ef al., 2003; Isolauri er al., 2000

Maladies coronariennes

Tavani er al., 2002

Infection des voies urinaires

Reid er al., 1995, Kontiokari et al., 2001

Infection des voies respiratoires

Roos et al., 2001; Habermann e al., 2002

Vaginoses et vaginites

Reid er al..\2001, Reid et Bruce, 2003.

Amélioration de :

Assimilation du lactose

De Vrese et al., 2001; Saltzman et al., 1999; Jiang et al., 1996

Digestion

Friend et Shahani, 1984

Défense immunitaire

Takahashi er al., 1998; Muscettola er al., 1994;

De Simone er al., 1987

Pression sanguine

Naruszewicz et al., 2002; Seppo et al., 2003

Santé buccale

Niise er al., 2001

Interférence avec les pathogeénes

Levy, 1997; Nes et Holo, 2000; Michail et Abernathy, 2002

Maintenance et intégrité des muqueuses

Coconnier et Lievin, 1997; Salminen et al., 1996

Participation a la synthése de différentes vitamines et
molécules essentielles ct & ’absorption de minéraux

Tamime et al., 1995; Deguchi et al., 1985

Adapté de Champagne et Kailasapathy, 2008 et Ouwehand ef al., 2003
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lymphatiques, etc. Ce phénomeéne peut ainsi entrainer des infections indésirables,
chez les individus immunodéprimés. Cependant, ce probléme n’est que trés rare et
peut survenir majoritairement chez des patients a I’épithélium intestinal fragile suite
a un cancer, une blessure ou un agent toxique (Ishibashi et Yamazaki, 2001;
Gardiner et al., 2002b). Des problemes sont également survenus dans une unité
hospitaliere d’Italie avec Saccharomyces boulardii, microorganisme soupgonné
d’avoir ét€ la cause de plusieurs autres cas de septicémies depuis I’utilisation de la
levure a titre de probiotique (Cassone er al., 2003). De méme, ce microorganisme
semble avoir ét€ la cause de treize cas de fongémies, suite & des contaminations de

cathéters vasculaires (Hennequin ef al., 2000).

De plus, des recherches plus approfondies devraient étre menées concernant les
effets des probiotiques sur le systtme immunitaire. En effet, les probiotiques
alterent le microbiote intestinal, qui est d’une importance cruciale aux réponses
immunitaires normales de I’organisme. Les effets 4 long terme de ces changements
sur I’h6te ne sont pas facilement prévisibles et n’ont été que trés peu étudiés. En
fait, les changements possibles que les probiotiques pourraient entrainer sur le
systtme immunitaire pourraient entre autres avoir une incidence pour les nouveaux-
nés et pour les femmes enceintes. Les risques demeurent théoriques pour I’instant,
mais les recherches actuelles ne permettent pas d’écarter complétement 1’hypothése
de risques éventuels du point de vue immonologique lors de la consommation de

probiotiques, surtout pour les patients immunodéprimés (Boyle et al., 2006).

De ce fait, les scientifiques s’accordent pour recommander une consommation orale
de probiotiques surtout pour des individus en santé, puisque des complications
peuvent avoir une incidence plus fréquente chez des patients aux maladies séveres
et fortement immunodéprimés (Salminen er al.,, 1998; Oggioni et al., 1998).
Cependant, cette conclusion est contraire a ce qui serait souhaitable pour la plupart
de ces patients, pour qui I’apport de probiotiques pourrait aider a surmonter leur
maladie (Gardiner et al., 2002b). En fait, on répertoriait en 1999 plus de 143 études

cliniques, ayant eu cours durant les 40 années précédentes, ol plus de 7526 patients
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n’avaient présenté aucun effet secondaire aprés la prise de probiotiques (Naidu er
al., 1999). Certaines souches ont ainsi acquis le statut d’étre complétement sires
pour Iutilisation en tant que probiotiques, mais des études cliniques doivent
continuer d’€tre faites sur de grands panels de patients pour mériter ce titre, ce qui
est continuellement a refaire avec la découverte de nouvelles propriétés bénéfiques

pour de nombreuses souches bactériennes (Gardiner et al., 2002b).

2.7. Principaux aliments fonctionnels

Les aliments enrichis de probiotiques sont commercialisés depuis longtemps déja.
Les Japonais en font le commerce depuis les années 1920. Depuis ce temps, le
marché a grandement évolué avec de trés nombreux types d’aliments utilisés
comme vecteurs. On peut retrouver entre autres de nombreux produits laitiers et
produits laitiers fermentés enrichis de probiotiques, de méme que du pain, du jus,
du chocolat, des aliments pour bébé, des fruits et 1égumes, de méme que certains
aliments prét-d-manger (Tamime ef al., 2005; Homayouni et al., 2008; Belvis et al.,
2006; Lassonde, 2005; Lallemand, 2009; Nestlé Canada, 2010; Lavermicocca ef al.,
2005; Valerio et al., 2006; Kourkoutas et al., 2005; Rodgers, 2007). Certains
aliments sont moins recommandables que d’autres pour assurer la survie des
probiotiques tout au long de I'entreposage et/ou dépendant de I’usage. En effet,
certains probiotiques peuvent avoir plus de difficulté A survivre dans des milieux
acides, salés ou dans le cas d’aliments devant étre réchauffés ou congelés.
Cependant, certaines souches bactériennes sont plus résistantes que d’autres a ces
conditions; il convient donc de choisir la souche appropriée aux conditions voulues.
A titre d’exemple, on a démontré que certaines souches de probiotiques survivaient
tres bien dans de la créme glacée, grice au taux élevé de solides totaux. En fait,
cette €étude a méme démontré que les probiotiques semblent plus susceptibles 2

Iacidité du milieu qu’a la congélation (Kailasapathy, 2002).
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2.7.1. Doses recommandées

Les chercheurs s’entendent pour penser qu’il y a une dose minimale de probiotiques
recommandable pour obtenir les bénéfices recherchés pour chaque souche.
Cependant, cette concentration minimale est trés discutable, puisqu’elle dépend
entre autres du microbiote particulier a I’hote, dépendant de son dge, état de santé et
alimentation. De fagon trés sommaire, on recommande généralement une dose
thérapeutique minimale de 10’ UFC par gramme ou par millilitre par jour pour
toutes les souches, en considérant une portion recommandée de I’aliment de 100 g
ou mL. Une concentration de cet ordre devrait compenser pour la perte probable de
nombreux organismes lors du passage gastrique et intestinal, mais doit également
€tre la concentration minimale retrouvée au jour d’expiration de I’aliment (CFIA,
2009; Shah, 2000; Donnet-Hughes et al., 1999; Kurmann et RaSi¢, 1991).
L’ Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) spécifie quant a elle que la
concentration minimale de probiotiques viables réputés pour améliorer la digestion
du lactose dans le yogourt devrait étre de 10° UFC/g, pour ressentir les effets
bénéfiques (EFSA, 2010). Bref, la quantité recommandée de probiotiques est sujette
a débats, puisqu’il faut considérer I'effet santé, I’effet de souche, la survie des

bactéries dans ’aliment, la durée de vie de I’aliment, etc.

2.7.2. Prébiotiques

On retrouve souvent sur le marché des aliments enrichis de probiotiques et de
prébiotiques. Les prébiotiques ont été définis pour la premiére fois en 1995 par
Gibson et Roberfroid comme « des oligosaccharides indigestes qui apportent des
bénéfices a leur hdte en stimulant spécifiquement la croissance et/ou I’activité d’une
ou plusieurs especes de bactéries dans le cOlon » (O’Grady et Gibson, 2005).
Plusieurs composants alimentaires pourraient étre considérés comme prébiotiques,
tels certains oligosaccharides et polysaccharides. Cependant, certaines conditions
doivent étre respectées pour entrer dans la catégorie des prébiotiques : le composé
doit résister a I’acidité gastrique, a I’hydrolyse par les enzymes de I'hdte et i

I’absorption intestinale, doit &tre un substrat sélectif pour un nombre limité de
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bactéries intestinales endogénes et conséquemment stimuler la croissance et/ou
Pactivité de ces bactéries intestinales contribuant ainsi a la santé et au bien-étre de

1I’hote (Gibson et al., 2004).

Les prébiotiques les plus souvent utilisés comme supplément alimentaire sont sans
doute les fructanes, dont fait partie I’inuline, qui sont des fibres solubles souvent
isolées d’aliments, entre autres la racine de chicorée. L’effet souhaité de I’ utilisation
des prébiotiques est la meilleure probabilité de survie des probiotiques 2 travers le
transit gastro-intestinal pour permettre 3 1’hdte de bénéficier des effets des
probiotiques. Certaines études ont permis de démontrer cet effet, mais seulement
chez des patients ou animaux au microbiote intestinal affaibli (Mayer et al., 2003;
Rafter er al., 2007; Rowland et al., 1997). Un autre bénéfice des prébiotiques dans
Palimentation est I’amélioration de la régularité pour le consommateur, 3 cause
d’un effet d’augmentation de la masse bactérienne fécale et de la teneur en eau des
selles. De plus, les fibres solubles présentent ’avantage d’avoir une texture

pratiquement imperceptible dans les aliments. (C6té, 2007).

3. Le fromage comme matrice pour « livrer » des
probiotiques

Plusieurs études portant sur la survie de probiotiques dans du lait fermenté
présentent des résultats concluants (Samona et Robinson, 1994; Martinez-
Villaluenga et al., 2006; Kourkoutas et al., 2005), ce qui a mené vers ’idée
d’incorporer ces microorganismes a d’autres produits laitiers, dont le fromage.
Cependant, le fromage présente de nombreuses caractéristiques pouvant entrainer

des difficultés pour la survie des probiotiques. En voici quelques exemples :

- Coévolution avec d’autres microorganismes potentiellement antagonistes
(ex : production d’acide lactique) ou compétitifs (ex : compétition pour les
nutriments), soit par exemple les ferments lactiques, des levures ou

moisissures
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- Taux d’humidité relative faible

- Présence de sel

- Maturation du fromage et/ou entreposage qui peut s’étendre sur plusieurs
mois et ainsi influencer les activités biochimiques, le potentiel redox et la

structure du fromage (Tamime et al., 2005)

Ces facteurs peuvent entrainer des difficultés pour la survie des probiotiques,
comme observé par plusieurs équipes de recherche lors de la fabrication et de
I'entreposage de fromage cheddar (Lynch er al., 1996; Gardiner et al., 1998;
Darukaradhya et al., 2006; Sharp et al., 2008; Ong et al., 2007b, Godward et
Kailasapathy, 2003; McBreaty ef al., 2001).

Cependant, de nombreuses études démontrent également qu’il est possible
d’incorporer efficacement des probiotiques 2 différentes sortes de fromages, comme
le fromage cottage (O’Riordan et Fitzgerald, 1998), le fromage Kasar (Ozer et al.,
2008), le Canestrato apulien (Corbo et al., 2001), le Gouda (Gomes ef al., 1995), le
fromage de chévre (Gomes et Malcata, 1998), un fromage argentin (Bergamini et
al., 2005) et le Cheddar (Ong et al., 2007b; Gardiner et al., 2002a; Stanton et Ross,
1999; Lynch et al., 1996). En fait, Kailasapathy note méme que le fromage semble
€tre un excellent aliment pour I’insertion de bactéries probiotiques, puisque la
matrice fromagére présente un effet tampon important et une grande concentration
en gras. Ces caractéristiques peuvent aider significativement A la protection des
cellules contre la dégradation enzymatique et favoriserait une meilleure résistance a
acidité de I’estomac, lors du passage gastro-intestinal (Kailasapathy, 2002;
Stanton er al., 1998). De plus, le fromage cheddar a été testé pour la survie de
probiotiques et il a ét€ démontré qu’un trés bon rendement de survie pouvait étre
atteint pour plusieurs espéces lorsqu’ajoutées au fromage, 4 D’exception de
Lactobacillus acidophilus qui survit difficilement, probablement a cause de la

présence d’oxygene (Phillips et al., 2006).
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Il semble donc que le facteur principal pouvant expliquer le faible taux de survie

des probiotiques dans le fromage est la souche bactérienne utilisée, réagissant

différemment selon ses caractéristiques spécifiques.

3.1. Moment d’addition

Le moment d’addition et la forme sous laquelle se retrouvent les probiotiques 2

~

introduire dans les produits alimentaires ont également une influence sur la viabilité

de la culwre. Différentes expérimentations ont déja été réalisées A ce sujet par

d’autres équipes de recherche. En effet, les probiotiques peuvent étre ajoutés sous

plusieurs formes :

Liquide, par ajout dans la préparation de ferments lactiques (Gardiner et al.,
2002b)

Dans le lait de départ, ce qui entraine cependant une augmentation du risque
de perte des bactéries dans le lactosérum de soutirage et de la mortalité par
domination des ferments lactiques, surtout pour les especes croissant plus
lentement dans le lait (Tamime er al., 2005)

Lyophilisée, par addition au salage, ce qui aurait comme avantage de
diminuer énormément la perte de cellules dans le lactosérum et I’effet de
compétition avec les bactéries lactiques lors de la fermentation du lait
(Dinakar et Mistry, 1994)

Sur les grains apres soutirage, ce qui pourrait avoir pour effet une perte
partielle des probiotiques dans le lactosérum égoutté au fil des dernieres
étapes de fabrication fromagere (Songisepp et al., 2004)

Autres techniques selon la sorte de fromage testée (Ex : ajout d’une créme
enrichie de probiotiques dans le fromage cottage (Tratnik er al., 2000;
Blanchette et al., 1996))
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Aucune de ces études ne comparait par contre les différentes conditions afin de
déterminer la procédure la plus avantageuse pour la survie des probiotiques lors de

la fabrication de fromage.

3.2. Le cheddar

Le choix du fromage cheddar frais conime transporteur est intéressant, compte tenu
de I'aspect économique. En effet, le fromage cheddar représente un marché énorme
au Québec. La production augmente 2 chaque année, comme en 2007 ol
I"augmentation a ét€ de 4,9% par rapport & I’année précédente (Statistiques Canada,
2007). Selon Statistiques Canada (2010), une production de 129 436 kg de fromage
cheddar a été dénombrée au Canada en 2009 dont plus de la moitié a été produit au
Queébec. 1l s’agit également du fromage le plus fabriqué a travers le monde (Bérubg,

1995).

De plus, le cheddar enrichi de probiotiques a été démontré efficace comme aliment
fonctionnel jusqu’a 15 mois d’entreposage, surpassant méme le yogourt frais quant
a la survie dans I’aliment et le passage dans le tractus gastro-intestinal (Gardiner et
al., 1999b). Ce fromage semble donc un excellent véhicule pour les probiotiques, si

la souche est favorable aux conditions qu’on y retrouve.

3.3. Les défis

L’enrichissement de tout produit alimentaire représente un défi. Parmi ces défis, on
reconnait que I’enrichissement ne doit pas modifier I’apparence, la texture ou le
goit du fromage, car les qualités organoleptiques sont les premieres caractéristiques
recherchées menant 2 la satisfaction des consommateurs. De ce fait, il faudra faire
attention a certains probiotiques : Bifidobacterium sp. dont la fermentation pourrait
libérer des concentrations non négligeables d’acide acétique (Caescu er al., 2004),
L. acidophilus qui pourrait produire de I’acétaldéhyde et de ’acide lactique (Mahdi

et al., 1990; La Torre et al., 2003) ou d’autres souches trés protéolytiques qui
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provoqueraient la libération de petits peptides amers (Rasi¢ et Kurmann, 1983).
Cependant, une modification organoleptique positive peut survenir suite & 1’ajout de
probiotiques dans I’aliment, ce qui ne représente alors pas un défi pour leur
incorporation, comme dans le cas d’Enterococcus faecium, qui influence
positivement la flaveur (sensations olfactives et gustatives) du fromage cheddar

(Gardiner et al., 1999a).

De plus, les probiotiques ne devraient pas interférer avec !’action normale des
microorganismes essentiels & la fabrication du fromage désiré. De ce fait, les
probiotiques utilisés ne devraient pas produire d’antibiotiques nuisibles aux
microorganismes utiles lors de la fabrication, mais devraient tout de méme étre en

mesure de croitre dans un milieu acide de lait fermenté.

Troisiemement, les technologies utilisées pour I’ajout de probiotiques dans la
matrice de fromage cheddar doivent permettre une bonne survie bactérienne lors de
la production et au cours de la période de conservation. Certaines équipes de
recherche notent que les probiotiques semblent présenter des effets biologiques
bénéfiques méme lorsqu’ils ne sont pas viables (Ouwehand et Salminen, 1998;
Tabrizi et al., 2004), mais il est considéré par la majorité des chercheurs qu’il est
beaucoup plus avantageux que les bactéries soient biologiquement actives pour
assurer le maximum d’effets positifs (Champagne et Kailasapathy, 2008). De ce

fait, il est préférable de maintenir les bactéries viables dans le fromage.

Donc, tel que précédemment mentionné, il doit y avoir environ 10’ UFC de
probiotiques par gramme de fromage au moment de la consommation, pour que
I’effet soit bénéfique, puisque la portion de fromage recommandée quotidiennement
est de 100 g (Shah, 2007; Kailasapathy, 2002; CFIA, 2009). Ces quantités ne sont
pas toujours respectées dans les produits commercialisés enrichis de probiotiques,
contrairement a ce qui peut étre indiqué sur les étiquettes (Hamilton-Miller et al.,
1999; Iwana et al., 1993). Les études faites a ce jour montrent que les processus

industriels utilisés pour I’incorporation de probiotiques dans les aliments entrainent
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des stress importants pour les bactéries, ce qui provoque souvent d’importantes
pertes de viabilité (Goulet et Wozniak, 2002). A titre d’exemple, certains laits
fermentés et yogourts ont été testés et ne contenaient pas d’aussi grandes
concentrations de probiotiques que les quantités annoncées sur les emballages, ce
qui s’explique par le fait que ces produits ne présentent pas les conditions optimales
pour la survie des probiotiques (Phillips et al., 2006). Un défi de I'ajout de
probiotiques a des produits alimentaires est de maintenir la viabilité des ces
microoganismes durant la fabrication du produit et jusqu’a la date de péremption

anticipée.

Différents processus ont déja été testés afin de permettre une meilleure survie des
probiotiques dans le yogourt : arrét de la fermentation a un pH plus élevé (Varnam
et Sutherland, 1994), diminution de la température d’incubation a 3-4°C (Sakai er
al., 1987), enrichissement du yogourt avec une préparation a base de protéines de
lactosérum, permettant un meilleur pouvoir tampon de la matrice (Supriadi ef al.,
1994), application d’une pression hydrostatique de 200-300 MPa durant 10 minutes
ou d’un choc thermique de 58°C durant 5 minutes, prévenant tous deux une trop
forte acidification post-fabrication (Tanaka et Hatanaka, 1992; Marshall, 1992),
désoxygénation du lait avant la fermentation (Tamime et al., 1995), embouteillage
dans des contenants en vitre pour diminuer I’apport en oxygeéne (Dave et Shah,
1997), addition d’agents réducteurs d’oxygéne dans le produit, tels la cystéine et
I’acide ascorbique (Dave et Shah, 1997), microencapsulation des cellules
probiotiques (Kailasapathy, 2006; Adhikari et al., 2000; Godward, 2000; Khalida er
al., 2000), etc.

Compte tenu du fait que certaines équipes de recherche ont obtenu des résultats
infructueux lors d’essais d’ajout de probiotiques a du fromage, il semble nécessaire
de développer des procédures qui devraient permettre de meilleures survie
bactérienne et rétention des probiotiques dans la matrice fromagere. De toutes les
avenues ci-haut mentionnées, la microencapsulation est une solution prometteuse et

applicable dans le cas d’ajout de probiotiques au fromage. De ce fait, le choix du
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fromage cheddar est également bien approprié, considérant que les étapes de
fabrication de ce fromage permettent un apport important en oxygéne,
comparativement & d’autres types de fromages. Cette caractéristique devrait ainsi
permettre de mieux distinguer les probiotiques résistants A ’oxygéne et de vérifier
Iefficacité de la microencapsulation A protéger la viabilité des probiotiques non

résistants 2 I’oxygene.

4. Immobilisation cellulaire

L’immobilisation de bactéries est une avenue intéressante afin d’améliorer la
rétention des bactéries dans la matrice fromagere et de les protéger des différentes
conditions physiques retrouvées dans ce type d’aliment (acidification graduelle,
exposition a I’O,, grande concentration de sel, etc.), de méme que protéger des
conditions difficiles retrouvées dans le tractus gastro-intestinal et des changements
physiques attribuables a la lyophilisation ou i la réhydratation. En fait, il existe
différentes techniques d’immobilisation cellulaire utilisées commercialement ou en
laboratoire. Selon I'utilisation qui en est faite, ce procédé peut entrainer, dans
différentes situations, un meilleur rendement des expériences, puisque
I'immobilisation peut diminuer les pertes en cellules, rendre leurs procédés
d’utilisation plus efficaces ou les protéger de facteurs extérieurs (Kiihtreiber et al.,

1999).

4.1. Un phénomeéne naturel

En fait, les techniques d’immobilisation recréent les situations que I’on retrouve
dans la nature, c’est-a-dire que les cellules possédent de fagon innée les moyens
nécessaires pour leur permettre de survivre dans différents types de milieu. De plus,
I"'immobilisation permet aux cellules de se protéger naturellement de plusieurs
facons, soit en prévenant les stress physiques trop importants, les rejets
immunologiques, le lessivage du milieu, etc. L’agrégation des cellules, souvent

résultante de ce phénomeéne d’immobilisation, entraine une interaction des cellules
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entre elles, ce qui peut méme mener & la création d’organismes multicellulaires

(Kiihtreiber et al., 1999).

4.2. Types d’immobilisation cellulaire

Il existe trois types d’immobilisation cellulaires observés naturellement et pouvant

se retrouver chez différentes espéces de bactéries.

4.2.1. Agrégation, adhésion et adsorption a des transporteurs poreux

Ce type d’immobilisation est caractérisé par I’attachement des cellules entre elles
ou entre les cellules et un support, ce qui meéne a la création de biofilms. S’il s’agit
de transporteurs logés dans une matrice poreuse, les cellules doivent migrer dans la
matrice jusqu’aux récepteurs auxquels elles s’adsorbent. L’attachement dans tous
ces cas peut €tre di a la libération de polymeres adhésifs ou par liaisons covalentes

ou ioniques (Kiihtreiber et al., 1999).

4.2.2. Rétention des cellules a I'aide de structures préformées

Apres un premier contact avec une cellule, certains types de cellules sont capables
de produire des structures et récepteurs visant 2 capter ce type particulier
d’organismes, donc de les immobiliser, afin d’empécher leur activité. Cette
captation peut alors permettre une élimination plus facile par phagocytose ou autre.
11 faut donc un premier contact avec la cellule & immobiliser et un temps défini pour
la production de ces structures avant I’utilisation de cette barriere biologique qui,
une fois en place, s’avere une premiere ligne de défense assez efficace pour vaincre

une infection (Kiihtreiber ef al., 1999).




32

4.2.3. Bioencapsulation

Il s’agit d’un phénomene pouvant se produire naturellement, mais également d’une
technique biologique qui sera utilisée dans notre expérimentation et qui est décrite

et détaillée dans la section suivante.

5. Encapsulation

L’encapsulation est une technique utilisée depuis de nombreuses années afin
d’isoler un certain ingrédient du milieu environnant. En fait, la technique a été
proposée dans les années soixante et le concept a été défini comme étant une fagon
de « protéger les cellules et de prévenir leur destruction et leur participation a des
réactions immunologiques par recouvrement d’une membrane perméable i des
petites molécules spécifiques » (Kiihtreiber er al, 1999). Cependant,
encapsulation peut agir a plusieurs titres, entre autres comme protection pour
différentes molécules dont des peptides, des médicaments, des pesticides, des huiles
et des microorganismes vivants (Benita, 2006). Ceci permet parfois d’obtenir une
meilleure stabilité de ces ingrédients durant la fabrication et ’entreposage du
produit alimentaire et de réduire les interactions avec I’environnement, comme cité
par Kiihtreiber et ses collaborateurs. L’encapsulation peut méme étre utilisée afin
d’isoler les particules souhaitées pour permettre de masquer couleurs ou odeurs

dans un produit (Champagne et Kailasapathy, 2008).

L’encapsulation bactérienne a vu le jour au début des années 1970. A cette époque,
on utilisait comme technique d’immobilisation I’attachement des bactéries a un
support par adsorption ou liaisons covalentes et la formation de réseaux
intercellulaires par réticulation ou floculation (Picot, 2005). Depuis ce temps,
plusieurs recherches ont été menées, utilisant chacune une technique et des
polymeres d’encapsulation différents, ce qui en fait maintenant une méthode de
travail flexible, appropriée pour différentes molécules et cellules dans plusieurs

domaines de recherche (Kiihtreiber et al., 1999).




33

Il existe différents types d’encapsulation, souvent répertoriés selon les molécules a
encapsuler. Lorsqu’il s’agit de cellules vivantes, on peut alors parler de
bioencapsulation et, selon la taille des molécules, on peut définir la
macroencapsulation  (particules d’un  diamétre supérieur a 2-3  mm),
microencapsulation (particules d’un diameétre de 1 pum a 2-3 mm) et la
nanoencapsulation (production de particules d’un diamétre inférieur a 1 pm)
(Benita, 2006; Kiihtreiber et al., 1999). Dans notre cas, le fait de travailler avec des
cellules vivantes est assez implicite, alors nous n’utiliserons que le terme

microencapsulation.

5.1. Le principe

Le principe général de la microencapsulation est assez simple: le produit a
encapsuler doit se trouver en grande quantité, puis est séparé en fines gouttelettes
qui sont recouvertes d’une matrice polymérique, une microcapsule mince, forte et
semi-perméable. La forme et la taille de cet enrobage peuvent varier, mais on le
retrouve souvent sous une forme sphérique de quelques microns a quelques
millimetres. Les métabolites et nutriments peuvent traverser la membrane de
polymeres, mais celle-ci permet quand méme de protéger efficacement contre

différents contaminants (Figure 4).
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Figure 4 : Principe de I’encapsulation : La membrane isole les cellules encapsulées
des défenses immunitaires de 1’hdte, tout en permettant le transport des métabolites
et nutriments extracellulaires. Les pores de la membrane sont sélectifs a la taille des
particules (30-70 kDa) (adapté de Kailasapathy, 2002)
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Les produits encapsulés sont libérés lorsque la membrane polymérique (ou le gel de

la particule) est brisée, dissoute ou fondue (Kailasapathy, 2002).

La matrice de polymeres est liquide au moment de I’enrobage des cellules et peut
étre solidifiée de différentes fagons, dont les trois plus fréquemment utilisées,

présentées ci-dessous.

5.1.1. Immobilisation des billes de gel

Cette méthode est la plus utilisée, puisqu’elle est simple et les conditions physiques
et chimiques utilisées sont généralement non dénaturantes pour les cellules

bactériennes. La gélification peut se faire par liaisons ioniques, changement de

température, polymérisation ou interliaisons de pré-polymeres (Kiihtreiber er al.,

1999).

5.1.2. Formation directe de membrane

Cette méthode commence & étre plus recherchée pour les avantages de la
diminution des cofits d’utilisation et la diminution du risque de contamination,
grice a la réduction du nombre d’étapes requises pour I’obtention des
microcapsules. La solidification est faite par coextrusion, coacervation ou

polymérisation (Kiihtreiber er al., 1999).

5.1.3. Enrobage des billes de gel

Les billes de gel sont poreuses, ce qui peut étre un avantage ou un désavantage
selon la situation. Dans le cas ol une des caractéristiques recherchées pour
P"utilisation de ces billes de gel soit une perméabilité réduite, par exemple pour

I"immobilisation cellulaire afin de préserver les cellules encapsulées d’échanges

avec le milieu ou pour protéger le polymere gélifiant du milieu environnant, les
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équipes de recherche doivent recourir & un enrobage subséquent. Les techniques
utilisées pour la solidification sont généralement I'atomisation, la transamination

ou les liaisons entre polymeres de charges opposées (Kiihtreiber et al., 1999).

5.2. Avaniages de la microencapsulation

Il a été démontré que la microencapsulation est une technique efficace en ce qui a
trait a la protection et a la stabilisation des microorganismes contre différents stress,
tels la congélation, la conservation de longue durée 2 température ambiante, la
réfrigération, I’entreposage, etc. De plus, cette technologie permettrait aux bactéries
de survivre plus facilement aux conditions gastriques, qui entrainent autrement une
grande mortalité chez les bactéries probiotiques (Iyer et al., 2004). En fait, certaines
€tudes ont démontré que I’encapsulation permet de séparer efficacement les
bactéries de leur environnement jusqu’a la libération qui aurait I’avantage d’étre

contrdlée et soutenue (Kailasapathy, 2002).

Certaines €tudes rapportent déja de trés bons résultats quant i la survie des bactéries
probiotiques encapsulées dans des matrices fromageres (voir section 7 du présent
ouvrage). De plus, on rapporte que I’encapsulation des bactéries, lors de
Vincorporation dans des matrices fromageres, permettrait d’augmenter la viabilité
dans les aliments, dont les aliments acides, et que I’apport chez le consommateur
serait conséquemment grandement amélioré (Picot, 2005); il s’agit d’un autre

avantage appuyant le choix de cette technique pour la présente recherche.

5.3. Désavantages de la microencapsulation

La microencapsulation des cellules pour ajout & des matrices alimentaires peut
également comporter certains inconvénients. Souvent, les études permettent
d’obtenir de bons résultats a I’échelle laboratoire, mais les techniques utilisées
peuvent étre trés difficiles a reproduire dans un but de commercialisation. En fait, il

peut &tre difficile d’appliquer les mémes techniques de microencapsulation a grande
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échelle, compte tenu de I’appareillage utilisé, du temps requis pour réaliser les
différentes étapes et surtout du cofit associé aux manipulations et au matériel

(Kailasapathy, 2002; Krasaekoopt et al., 2003).

De plus, les polymeres utilisés doivent étre reconnus comme « GRAS », ¢’est-A-dire
« Generally Recognized As Safe » pour pouvoir étre utilisés dans 1’industrie
alimentaire. Le produit d’encapsulation devrait aussi stabiliser le matériel a
encapsuler, ne devrait pas inhiber I’action des ingrédients actifs du matériel
encapsulé et devrait permettre la libération du produit encapsulé au site ciblé

(Vasishtha, 2003).

Plusieurs autres facteurs sont également A considérer pour I'utilisation d’un
polymere d’encapsulation pour I'ajout d des aliments commercialisés. Voici
quelques exemples de défis pouvant étre rencontrés pour différentes méthodes de

microencapsulation :

- Les billes d’alginate sont sensibles a I’acidité et peuvent perdre leur capacité
d’encapsulation durant la fermentation lactique (Sun et Griffiths, 2000;
Sultana et al., 2000).

- Llutilisation d’ions de potassium dans le cadre de certaines techniques de
microencapsulation peut débalancer I’équilibre en électrolytes du corps pour
les grands consommateurs (Sun et Griffiths, 2000).

- Le potassium requis pour la formation de billes de x-carraghénane peut
endommager les cellules bactériennes durant une fermentation (Sun et
Griffiths, 2000).

- L’alginate de calcium est instable en présence de certains agents chélateurs.
(Phillips et Poon, 1988).

- De I'huile résiduelle, des émulsifiants ou surfactants pouvant étre retrouvés
lors de I'utilisation de certaines méthodes de microencapsulation peuvent
€re toxiques pour certaines souches bactériennes et/ou interagir

négativement avec les composantes de certains aliments. Dans le cas de
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'huile, elle peut également modifier la texture de ’aliment et poser un
probleme pour I'ajout des cellules microencapsulées 3 un aliment
commercialisé comme pauvre en gras (Godward, 2000).

- Il peut &re difficile d’obtenir une taille uniforme des particules encapsulées,
ce qui peut entrainer des problémes pour la texture de I’aliment et la
sensation en bouche lors de la consommation de I’aliment (Kailasapathy,
2002).

- Dans certains pays, I’ajout de polysaccharides dans le lait fermenté est

interdit (Picot et Lacroix, 2004).

Enfin, la microencapsulation peut parfois s’avérer inefficace, comme certaines
€tudes qui ont démontré que I’encapsulation de probiotiques ajoutés dans le
fromage cheddar n’était d’aucun effet (Dinakar et Mistry, 1994) ou d’un effet
négatif par rapport 4 des cellules libres (Godward et Kailasapathy, 2003).
L’amélioration de la survie de probiotiques encapsulés sous des conditions simulant
Ieffet des fluides gastriques n’a pas pu étre démontrée dans certaines études non

plus (Truelstrup-Hansen et al., 2002; Sultana et al., 2000; Koo et al., 2001).

En résumé, la technique de microencapsulation et le polymére utilisé doivent étre
soigneusement choisis, puisqu’une technique inappropriée, une concentration
incorrecte de particules ou de mauvaises tailles de capsules peuvent entrainer de
mauvais rendements de survie et/ou de libération intestinale (Sultana et al., 2000;

Truelstrup-Hansen et al., 2002).

5.4. Comment choisir une technique de microencapsulation

La premiere question a résoudre lors du choix d’une technique de
microencapsulation est de déterminer le diametre souhaité de microcapsules, selon
I"utilisation visée par le protocole. En fait, le choix de la taille des capsules est de
premicre importance, afin de s’assurer qu’elles seront suffisamment grosses pour

contenir les cellules, les agrégats de cellules ou alors pour supporter leur croissance.
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Par contre, elles doivent respecter une certaine limite, surtout lors d’ajout dans des
produits alimentaires, afin de ne pas étre aisément perceptibles au gofit et a la vue
pour le consommateur et pour ne pas changer la rhéologie de I’aliment. Cependant,
le diamétre des capsules est habituellement choisi 2 la limite supérieure des besoins,
puisque les capsules plus grosses sont plus facilement manipulables et qu’il y a de
meilleures chances de retrouver au moins une cellule par capsule, selon des calculs
réalisés par la loi de Poisson (Kiihtreiber et al., 1999). Une fois le diamétre moyen
choisi, la technique de microencapsulation sera plus facile  choisir, car on pourra
discriminer rapidement les techniques qui permettent ’obtention de capsules de

tailles trés différentes de ce qui a été établi.

5.5. Techniques de microencapsulation

Plusieurs techniques ont été développées par différentes équipes de chercheurs pour
la production des microcapsules, dont voici les principales pouvant étre utilisées

dans I’industrie alimentaire :

5.5.1. Gélification ionotropique

Le principe de cette technique est basé sur la capacité de certains polyméres, entre
autres I’alginate, le carraghénane, la gomme de gellane et la pectine, de former un
gel en présence de minéraux, dont le calcium et le potassium (Champagne et
Kailasapathy, 2008). La production du gel se fait en trois étapes : 1- I’état « sol » ou
le polymére se trouve sous forme de solution et que ’organisation des molécules
n’est pas stable. 2- I’état « gel » qui apparait lorsque plusieurs chaines de molécules
s’associent pour former un réseau organisé. 3- la rigidification du gel et la synérése,
soit I’exsudation d’une partic de la phase liquide du gel. L’état «gel » est
caractérisé par son instabilité. En effet, & cette étape, les gels sont généralement
réversibles, ce qui démontre que les chaines sont liées entre elles par des forces
relativement faibles. Ces forces sont plus solides que des liaisons de type

coordinence ou hydrogéne (sans quoi I’équilibre serait atteint immédiatement
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compte tenu de la rapidit€ i faire et défaire ces liens), mais plus faibles que des
liaisons covalentes ou ioniques (sans quoi la gélification serait immanquablement

irréversible) (Cochet, 2007).

En fait, la gélification se produit selon un procédé chimique dépendant du produit.
Chez les iota- et kappa-carraghénanes et I’agarose, la gélification se produit par
I"intermédiaire de doubles hélices, soit I’ordonnance des molécules du polymére en
deux hélices imbriquées. Dans le cas de I’alginate et de la pectine, il s’agit plutdt
d’un phénomene de gélification par entassement de chaines, parfois appelé modele
« boite & ceufs ». Un cation divalent ajouté au mélange (tel le Ca®) permet de
neutraliser les charges répulsives des carboxylates du polymere, ce qui permet le
rapprochement des chaines et I'obtention du modéle « boite & ceufs » (Cochet,

2007).

Un exemple typique de la technique de gélification ionique pourrait étre le suivant :
une solution du polymere choisi est mélangée avec le matériel  encapsuler. Le
mélange est dispersé goutte a goutte A partir d’une aiguille ou d’un appareil
spécialisé dans un bain de CaCl, dilué 2 10% dans de I’eau distillée et agité avec un
barreau magnétique (pour éviter que les microcapsules formées ne s’agglomérent).
Le polymere créera des liens entre ses molécules et les ions calciques, ce qui
provoquera la production d’un gel insoluble. Les billes produites seront sphériques
et de taille homogene, soit entre 2 et 5 mm. Ce qui controle cette taille, c’est entre
autres le diametre du trou de I’aiguille, la distance séparant I’aiguille et le bain, la
viscosité de la solution et la vitesse a laquelle tourne le barreau magnétique dans le
bain (Kailasapathy, 2002). Pour réduire ce diametre, on pourrait utiliser un systéme
de flux d’air coaxial ou de force électrostatique, afin que les gouttelettes tombant

dans le bain de chlorure de calcium soient plus fines (Picot, 2005).

Ce processus est trés intéressant pour I'utilisation avec des probiotiques, puisqu’il a
été démontré que les particules formées étaient résistantes i 'acidité, A la

congélation, & I'oxygéne et permettaient une libération efficace des molécules
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bioactives dans I’intestin (Sun et Griffiths, 2000; Shah et Ravula, 2000; Talwalkar
et Kailasapathy, 2003; Le-Tien et al., 2004; Lee et Heo, 2000). Cependant, les
rendements sont moins élevés lors de I’utilisation de cette technique par rapport a
d’autres et I’utilisation pour ajout dans des produits alimentaires est plus difficile, a
cause de la possibilité que les particules encapsulées se dissolvent dans le produit
sous I’effet d’agent chélateurs (phosphates, citrates) et qu’elles modifient la texture
de I'aliment (Champagne et Kailasapathy, 2008). Ces problemes de rendement
peuvent €tre améliorés par I'utilisation d’un processus de double encapsulation,
c’est-a-dire I’ajout d’une couche supplémentaire de polymeére sur les billes, comme

du chitosane ou de I’alginate poly-L-lysine.

5.5.2. Atomisation

Il existe trois types de techniques d’encapsulation par atomisation.

5.5.2.1. « Spray-chilling » et « spray-drying »

Ces types d’atomisation sont basés sur la nébulisation d’une solution contenant le
polymere et la substance A encapsuler par I’utilisation d’air ou d’azote comprimé.
Le tout se déroule dans une chambre a dessiccation dans laquelle on fait passer un
courant d’air pour le séchage des capsules qui seront formées. La différence entre
ces deux techniques est la température de I’air. Le «spray-chilling » est basé sur
I’utilisation d’un polymére possédant un faible point d’ébullition (32 & 42°C) et la
solidification des capsules est assurée par un flux d’air froid. Le « spray-drying »
peut permettre I’utilisation d’une plus grande variété de polymeres, puisque c’est un
jet d’air chaud qui est utilisé pour produire la fine poudre de capsules (Champagne
et Kailasapathy, 2008). Cependant, les souches bactériennes utilisées doivent étre
thermorésistantes pour que le processus entraine un bon rendement (Gardiner er al.,

2002b).

Pour les deux techniques, la suite du protocole est la méme : les capsules sont

récupérées de la chambre par ajout de solvant qui sera par la suite séché. Les
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capsules formées ont plusieurs grosseurs, dont la moyenne se situe environ a un
diametre de 10 pm. Le «spray-drying » est la méthode la plus utilisée pour la
réduction en poudre du lait ou autres produits du lait, puisque cette technique
permet de diminuer 'impact sur la valeur nutritive des produits et améliore le

rendement et la qualité de la poudre obtenue (Caric, 1994).

5.5.2.2. « Spray-coating »

Cette technique differe légerement des deux autres par le fait que la substance a
encapsuler et le polymére d’encapsulation ne sont pas mélangés en une seule
solution avant I’utilisation de la chambre de dessication. En fait, la substance a
encapsuler doit étre sous forme solide et maintenue en mouvement, habituellement
par jet d’air au bas de I’appareil utilisé, par mouvement rotatif de 1’appareil ou a
I’aide d’un vaisseau spécialement adapté pour cette utilisation. La solution de
polymeres d’encapsulation est maintenue liquide et libérée par atomisation sur les
particules dans la chambre a dessication. Les gouttelettes peuvent étre libérées dans
I’appareil sous I’influence de jets d’air de différents angles : par lit fluidisé, par

technologie « Wurster » et tangentiellement (Champagne et Kailasapathy, 2008).

Les conditions d’utilisation de cette technique doivent &tre surveillées puisqu’une
forte hausse de température peut survenir lors de I’utilisation de ’appareil, ce qui
pourrait nuire a la survie de cellules bactériennes. De plus, il est & noter que
I’encapsulation des particules augmentera leur volume de 30 & 80%, ce qui pourrait
entrainer des différences de texture lors d’ajout des particules dans des produits
alimentaires. Le «spray-coating » est la technique d’encapsulation la plus
fréquemment utilisée commercialement, et posséde également un excellent potentiel
lors de double encapsulation. De plus, les particules produites ont démontré une
excellente résistance a des conditions acides, humides et a I’oxygene sur de courtes

périodes (Champagne et Kailasapathy, 2008).

Bref, 1’atomisation est une technique trés avantageuse par rapport aux autres

méthodes d’encapsulation, puisqu’il s’agit d’une méthode rapide, simple, flexible et

s
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peu dispendieuse. De plus, on peut effectuer le procédé en continu. En fait, tous ces
avantages en ont fait la méthode la plus utilisée dans I’industrie alimentaire pour les
ingrédients thermorésistants (Kailasapathy, 2002). On dénote cependant certains
désavantages, comme la possibilité de dénaturer les composés d’intérét i la chaleur
et I’obtention a la fin du processus de capsules contenant une quantité en solvant
résiduel trop élevée pour la commercialisation. Par contre, ce solvant résiduel est
retrouvé en plus faible quantité que pour d’autres techniques, dont ’émulsion
(Benita, 2006). Les probiotiques étant thermosensibles, cette technique leur est

difficilement applicable.

5.5.3. Emulsion

Le principe général est de dissoudre ou disperser le produit ou les microorganismes
a encapsuler dans une solution de solvant volatil difficilement miscible dans I’eau
ol on aura préalablement dissous le polymere d’intérét. La solution résultante est
alors homogénéisée dans une solution aqueuse contenant des molécules
tensioactives comme I’alcool polyvinyl, jusqu’a Dobtention de gouttelettes
hydrophobes de solvant organique dispersées dans la phase aqueuse (« oil-in-water
emulsion »). Le soluté hydrophobe est par la suite éliminé par différentes
techniques, puis les particules sont lavées et récoltées par filtration. Cette technique
est tres efficace pour les molécules apolaires & encapsuler; cependant, lorsqu’il
s’agit de molécules polaires, on peut utiliser une variante qui est ’émulsion
anhydre. A ce moment, on utilisera comme solvant organique un composé volatil
non miscible dans I’huile dans lequel on dissoudra le composé d’intérét, puis on
procédera a I’émulsion dans une huile ou un solvant organique enrichi de surfactant
(«oil-in-0il emulsion ») (Benita, 2006). D’autres variantes existent de ce systéme
d’émulsion, dépendant du produit a encapsuler. En fait, la concentration et le type
d’ingrédients utilisés lors du processus, de méme que les conditions de
I"homogénéisation ont une influence directe sur la stabilité et les propriétés physico-

chimiques de I’émulsion (McClements, 2005).
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L’émulsion présente différents avantages pour I’utilisation industrielle. Entre autres,
il s’agit d’une technique simple et plus facile  adapter pour de grands volumes que
les autres techniques. De plus, les capsules obtenues sont trés petites (Krasaekoopt
et al., 2003). Cependant, certains désavantages sont entrainés par cette technique,
dont la possibilité de perdre les composés & encapsuler par mortalité A cause des
émulsifiants utilisés, par perte dans la phase aqueuse ou dénaturation des protéines
aux interfaces entre les solvants (Benita, 2006) et la difficulté de stabiliser les
particules dans les produits alimentaires A cause de la coalescence entre les
gouttelettes ou le transfert des molécules d’eau de I'intérieur de la capsule vers la

couche externe (Garti et Benichou, 2004).

En fait, le principe de I’émulsion est difficilement applicable pour I’encapsulation
de cellules. La taille des molécules obtenues par émulsion n’est pas garantie d’un
essai a l'autre. Dans le cas de grosses particules, comme des cellules, on peut
observer une diminution de I'efficacité de I’encapsulation, dii  la coalescence des
gouttelettes, a la forte probabilité qu’un contact se fasse entre la solution interne et
la phase d’extraction externe et a la porosité plus élevée des microsphéres avec leur
environnement (Obeidat, 2009). De plus, I’émulsion ne permet pas d’obtenir une
double couche lipidique comme membrane. Les cellules ont besoin de ce type de
protection qui leur permet une liberté de mouvement et de changement de forme
(Stachowiak et al., 2009). De ce fait, il peut étre plus difficile de travailler avec
cette méthode dans le but d’encapsuler des cellules. Toutefois, 1’émulsion a été
utilisée avec succes A quelques reprises comme technique de microencapsulation de
probiotiques (Hou er al., 2003; Pimentel-Gonzalez et al., 2009; Sheu et Marshall,
1993; Adhikari et al., 2000).

5.5.4. Séparation de phase

Cette technique, également appelée la coacervation, peut étre utilisée pour des
molécules hydrophiles ou hydrophobes. Le principe est simple : on dissout d’abord

le polymére choisi dans un solvant organique et on ajoute le produit 3 encapsuler.
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On diminue ensuite la solubilité des polyméres en faisant varier la température ou
en ajoutant un troisieme composé réagissant avec le solvant organique, appelé
I’agent de coacervation. Cet agent produit des capsules contenant les composés
d’intérét qui seront solidifiées par I’ajout d’agent solidifiant volatil. Les
microcapsules sont alors lavées puis récoltées par filtration. Cependant, il est
possible avec cette technique qu’a la fin du processus, les capsules contiennent une
quantité de solvant résiduel trop élevée pour la commercialisation (Benita, 2006).
Cette technique est souvent utilisée dans le domaine alimentaire pour encapsuler
des saveurs dans les aliments devant étre soumis 2 des procédés de cuisson ou des
chaleurs drastiques (Soper, 1995). Elle a également été testée pour 1’encapsulation
de probiotiques, mais rarement et toujours en combinaison avec une autre technique

de microencapsulation (Oliveira et al., 2007; Sanchez er al., 2009).

5.5.5. Techniques « a sec »

Comme le probléeme de solvant résiduel apparait pour toutes les méthodes décrites
précédemment, des chercheurs se sont tournés vers des techniques réalisées A sec,
c’est-d-dire sans solvant organique. Deux de ces techniques sont le moulinage et

I’extrusion.

5.5.5.1. Moulinage

Plusieurs techniques font partie de cette catégorie, dont le « jet milling ». Dans ce
procédé, les polymeres sont fondus et mélangés au composé a encapsuler. Cette
solution est alors solidifiée par plusieurs séquences de refroidissements, puis passée
dans un type de moulin qui permet une premiére séparation. Plusieurs cycles de
moulinage sont alors réalisés, jusqu’a I’obtention de microcapsules de taille voulue
et a la surface lisse. Les désavantages reliés a cette technique sont la possibilité de
dénaturer les composés d’intérét a la chaleur et la répartition non uniforme des
capsules, c’est-a-dire qu’elles sont de formes et de grosseurs différentes les unes des

autres (Benita, 2006).
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5.5.5.2. Extrusion

Le processus consiste a mélanger le composé a encapsuler sous forme solide et
seche avec un agent épaississant comme le glycérol ou la cellulose et une faible
quantit€é d’eau. Les granules sont ainsi formées dans une extrudeuse aux pores de
diametre d’environ 1 mm. La solution peut alors étre libérée en fines gouttelettes
pour séchage a I’air ou utilisation dans la technique du « spray-coating ». Cette
technique n’est pas la plus recommandable pour I’encapsulation de probiotiques,
puisque les concentrations de poudre encapsulée obtenues ne sont pas tres élevées,
ce qui peut limiter I’utilisation dans le domaine alimentaire. Ce probléme est dii au
faible taux de bactéries par rapport a la quantité de polymere d’encapsulation
retrouvé dans le produit final. Cependant, un avantage non négligeable est que,
contrairement aux autres techniques d’encapsulation, le polymeére protecteur utilisé

peut étre un prébiotique (Champagne et Kailasapathy, 2008).

Toutes ces méthodes d’encapsulation et d’autres encore peuvent étre utilisées en
industrie alimentaire, mais elles ne sont pas toutes applicables dans le cas de
I’encapsulation de probiotiques. Certaines méthodes d’émulsions trés fines ou
autres méthodes nanotechnologiques comme I’encapsulation en liposomes ou en
cyclodextrines, ne sont pas applicables dans le cas d’encapsulation de cellules,

compte tenu de leur taille et du procédé d’encapsulation de ces méthodes.

6. Choix des polymeéres a tester

Le choix des polymeres pour la microencapsulation de cellules vivantes est trés
important pour le bon déroulement d’une expérience et déterminant pour le choix
de la technique a utiliser. En effet, un polymeére peut s’avérer biocompatible, mais
inutilisable pour certains types d’expérimentation a cause de conditions physiques
nécessaires pour son utilisation qui ne permettraient pas la survie cellulaire durant
le processus de microencapsulation. De plus, certains types de polyméres pourraient

laisser passer différentes molécules et microstructures du milieu environnant, dont
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des particules de solvant, ce qui pourrait entrainer des changements au niveau des

caractéristiques des cellules encapsulées (Kiihtreiber er al., 1999).

Dans le but d’encapsuler des bactéries, plusieurs polymeéres doux et non toxiques
peuvent étre utilisés, qu’on peut classer en 3 catégories (Champagne et

Kailasapathy, 2008).

I- Lipides : cires (paraffine, cire d’abeille, etc.), acides gras (acides oléiques,
palmitiques et stéariques), huiles hydrogénées ou solidifiées, mono- ou
diglycérides, gras d’origine animale et phospholipides

2- Protéines : gluten, caséine, etc.

3- Glucides : cellulose, k-carraghénane, alginate, chitosane, amidon, etc.

Le choix du ou des polyméres (dans le cas d’une double encapsulation) a utiliser
doit €tre basé sur plusieurs points : polymeres multibarriéres efficaces, économiques
et de grade alimentaire, résistants a de hautes températures et 3 la compression,
possédant une faible affinité pour I’oxygéne et la vapeur d’eau, une faible
hygroscopicité et solubilité, résistants a I’acidité et qui permettront un relargage des
bactéries dans le tractus gastro-intestinal (Picot, 2005). En fait, la plupart des
polymeres lipidiques utilisés plus couramment pour la microencapsulation de
probiotiques ont un point de fusion au-dela de 40°C, afin de s’assurer que les
particules ne libéreront pas leur contenu dans I’estomac sous 1’effet de la chaleur,
mais plutdt dans Pintestin, sous I’effet des sels biliaires et lipases pancréatiques

(Champagne et Kailasapathy, 2008).

Voici une breve description de certains des polymeéres les plus couramment utilisés

dans le domaine de la microencapsulation.

6.1. Alginate

Il s’agit du polymére le plus fréquemment utilisé pour la microencapsulation

bactérienne, di A son innocuité, a la fermeté de son gel, au fait qu’il permette une
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bonne viabilité des bactéries i long terme et 2 la réversibilité de son gel (le gel est
défait lorsque les ions liants sont séquestrés, ce qui libére le contenu des capsules).
Ce polysaccharide provenant d’algues marines est formé de résidus d’acide
mannuronique 1,4-B-D (bloc M) et d’acide guluronique a-D (bloc G) liés ensemble.
La gélification se produit par contact avec des cations divalents et trivalents,
généralement des Ca®™, qui se lient avec les blocs G. Les ions divalents lient deux

blocs G, formant ainsi plusieurs cavités électronégatives (Kiihtreiber er al., 1999).

O &

B-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
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Figure 5 : Structures de I’alginate: (a) les monoméres d’alginate;
(b) la chaine d’alginate. (Sriamornsak et Sungthongjeen, 2007)

A

L’alginate est un groupe de polymeéres hétérogeénes; il faut donc en choisir un type
particulier pour les expérimentations. L’alginate possédant un haut pourcentage de
blocs G permetira de plus nombreuses liaisons avec les ions, ce qui entrainera la
production d’un gel plus ferme, plus stable et plus tolérant aux sels et agents
chélateurs (Kailasapathy, 2002). Cependant, les qualités de I’alginate sont limitées
comme agent protecteur, puisque ce polymére est plutdt sensible a plusieurs
chélateurs de calcium, dont le phosphate, le lactate et 'EDTA, de méme qu’a
différents cations capables de déloger les Ca®*, comme le sodium et le magnésium.
Cette faible résistance peut étre améliorée de différentes fagons, soit par I’ utilisation
d’alginate plus riche en blocs G, I’ utilisation d’agents gélifiants plus forts comme le

baryum ou I’aluminium, des techniques de compression des billes formées ou
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encore I’enrobage des billes de gel (Macouzet et Champagne, 2007; Kiihtreiber et
al., 1999). L’alginate est également sensible 2 Pacidité, tel que démontré lors
d’études de la résistance des billes d’alginate soumise aux conditions de

fermentation lactique (Eikmeier et Rehm, 1987; Roy et al., 1987; Ellenton, 1998).

Le diametre estimé des pores d’un gel d’alginate est d’environ 17 nm, ce qui est
intéressant pour I’encapsulation de probiotiques, dont le diamétre se situe
généralement entre 1 et 3 um (Klein er al., 1983). Certaines études tendent i
démontrer que I’alginate offrirait une meilleure protection pour les probiotiques que
certains autres polymeres, mais d’autres recherches doivent étre faites a ce sujet

(Muthukumarasamy et al., 2006; Kailasapathy et Sureeta, 2003).

6.2. k-carraghénane

Ce polymere est retrouvé dans la membrane cellulaire et la matrice intercellulaire
d’algues marines et posséde une masse moléculaire élevée. La molécule de ce
polysaccharide est formée par une suite d’unités de D-galactose et de 3,6-anhydro-
galactose. La principale différence entre les kappa-, iota- et lambda-carraghénanes
est le nombre et la position des groupes ester sulfate, de méme que le nombre

d’unités 3,6-anhydro-galactose (Porto, 2003).

Le «x-carraghénane a la propriété de former un gel en présence de solution
cationique, entre autres 2 base de cations de potassium (Kailasapathy, 2002). Pour
ce type de carraghénane, le gel présente de la synérése. La quantité de synérese de
méme que la force du gel sont directement proportionnelles A la concentration en
sels de la solution cationique utilisée. Par contre, une quantité excessive de sel dans

la solution aura pour effet d’affaiblir le gel (Porto, 2003).
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Figure 6 : Structures de différents types de carraghénanes
(adapté de « The Enzyme Database », 2011)

Le x-carraghénane et I’alginate sont fréquemment utilisés pour I’immobilisation de
cellules vivantes pour incorporation & des produits de la fermentation lactique. Le
k-carraghénane posséde par contre I’avantage d’étre moins sensible A I'acidité que
I"alginate. De plus, ce polymére a une propriété d’interaction avec les protéines
laitieres, di a la liaison des groupes ester sulfate chargés négativement de la
molécule de carraghénane et les micelles de caséines chargées positivement du lait.
Cette propriété peut alors étre exploitée par les producteurs laitiers, afin d’utiliser
les capacités gélifiantes des carraghénanes pour stabiliser ou modifier la texture de
leurs produits. La réactivité est cependant dépendante de la concentration du
polymere, de la température, du pH et du point isoélectrique des protéines (Porto,

2003).
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N

Il y a également quelques désavantages a I'utilisation de k-carraghénane. Tout
d’abord, le potassium qui est utilisé pour produire le gel ne doit préférablement pas
se retrouver en grande quantité dans des produits alimentaires, afin d’éviter tout
probléme relié a I’équilibre corporel en électrolytes chez les consommateurs (Sun et
Griffiths, 2000). De plus, les ions de potassium pourraient entrainer des dommages
cellulaires aux cellules de Bifidobacterium longum lors de fermentation lactique, ce
qui fait de ce polymere un choix moins intéressant dans le cas de notre recherche

(Paquin et al. 1990).

6.3. Amidon

L’amidon est un composé abondant dans la nature, puisqu’il agit comme réserve
glucidique chez les plantes. Ce polymere est synthétisé par les amyloplastes des
cellules végétales et est formé de deux polysaccharides: I’amylose et
I’amylopectine. Les deux molécules sont des polyméres provenant de I'a-D-
glucose. L’amylose est une chaine de molécules linéaires qui adoptent une
conformation d’hélice simple ou double, tandis que I’amylopectine est une
molécule fortement ramifiée. L’amidon sous sa forme naturelle est formé de 10 a

20% d’amylose et de 80 a 90% d’amylopectine (Averous, 2007).

L’amidon posséde un potentiel de polymere de bioencapsulation, puisque ce
compos€ est reconnu pour créer une forte adhésion avec les bactéries (Anderson et
Salyers, 1989). Différents aliments ont déja été utilisés pour vérifier le potentiel de
microencapsulation de leur source d’amidon, dont le mais, la pomme de terre,

I’avoine et I’orge (Crittenden et al., 2001).
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Figure 7 : Structures de I’amylose et de I’amylopectine, les deux
molécules formant I’amidon (adapté d’ Averous, 2007)

Les résultats obtenus pour le relargage des probiotiques dans I’intestin, lors
d’analyses de digestion in vitro de microcapsules de probiotiques et d’amidon, ont
permis d’obtenir des résultats prometteurs (Crittenden et al., 2001). Cependant, les
populations de bactéries encapsulées sont plus faibles lors de I’utilisation d’amidon
que lors de I'utilisation d’autres techniques. De ce fait, les concentrations de
capsules requises dans les aliments seraient plus grandes pour satisfaire aux
standards établis, et un effet sur la texture de I’aliment fonctionnel est probable, ce
qui pourrait constituer un désavantage de I’utilisation de ce polymére (Champagne

et Kailasapathy, 2008).

6.4. Gomme de gellane

Cet exopolysaccharide provient de la bactérie Sphingomonas elodea et est
hydrosoluble et tres résistant a la chaleur. Lorsque ce polymeére est dissous dans un

tampon citrate, phosphate ou EDTA, la température requise pour la formation des
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billes est moins élevée, ce qui peut permettre I’encapsulation de bactéries
mésophiles (Kailasapathy, 2002). Les propriétés physiques de ce polymeére en font
un bon candidat comme agent gélifiant pour les aliments et le dentifrice (Patil ef al.,
2010). Ses capacités de relargage controlé de molécules bioactives sont déja
exploitées dans I'industrie pharmaceutique pour administration de médicaments

(Miyazaki et al., 1999).
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Figure 8 : Structures de la gomme de gellane a) unité tétrasaccharide répétitive
dans une molécule de gomme de gellane riche en radicaux acyl b) unité
tétrasaccharide répétitive dans une molécule de gomme de gellane pauvre en
radicaux acyl (DSM Zhongken Biotechnology Co., Ltd. 2010)

De plus, des billes formées avec gellane et xanthane peuvent présenter des
caractéristiques intéressantes pour le domaine alimentaire, comme une forte
résistance & I'acidité et la stabilisation par des ions calciums (Norton et Lacroix,
1990). Leur utilisation pour microencapsulation de bifidobactéries incorporées a du
yogourt a déja été démontrée efficace pour améliorer la survie des probiotiques au
cours d’une conservation de 5 semaines (Sun et Griffiths, 2000). Des cellules de

Bifidobacterium lactis encapsulées avec de la gomme de gellane ont également été
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démontrées résistantes a une solution enzymatique simulant les conditions
retrouvées dans I’estomac, mais sensibles a une solution enzymatique simulant les
conditions retrouvées dans I’intestin, ce qui représente la condition recherchée pour
la microencapsulation de probiotiques. Cependant, il a également été démontré que
ce type de capsule pouvait &tre facilement brisé par un stress mécanique comme la
mastication. L’encapsulation de probiotiques pour ajout a des matrices alimentaires
ne devrait donc pas étre faite uniquement avec de la gomme de gellane, & moins que
I’aliment n’ait pas a étre mastiqué, comme dans le cas d’ajout a du jus (Kokott,

2006).

6.5. Carboxymethyl cellulose

La cellulose est un composé végétal auquel on peut faire subir un processus de
carboxymethylation pour obtenir le carboxymethyl cellulose. Les groupes
carboxyliques de ce polymere peuvent se lier avec des ions métalliques pour former
des gels ionotropiques, dont les interactions électrostatiques permettent la
stabilisation. De tels gels sont insolubles dans ’eau & cause des interactions des

groupes —OH et des ions métalliques.

~
W an
o il H\, H
P
M H
[¢]
CH, OR
“n

ol R=H ou CH-CO-H

Figure 9 : Structure répétitive dans la molécule de carboxymethyl cellulose
(adapté d’ Archi Exim Private Limited, 2011)

Ce type de gel a un potentiel pour permettre la libération controlée des produits
encapsulés, surtout dans un cas de double encapsulation (Patil et al., 2010). Par
contre, les composés dérivés de la cellulose ne peuvent pas étre dégradés par les

enzymes naturellement produites dans le corps humain (Reeves er al., 2010). Ce

D
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composé n’est donc pas un candidat idéal pour la microencapsulation de cellules
qui doivent étre libérées dans I’intestin, & moins d’également ajouter dans 1’aliment
une enzyme comme la cellulase, qui serait capable de digérer la paroi des

microcapsules.

6.6. Gélatine

La gélatine est un dérivé hydrolysé du collagéne. Les collagénes en général se
dissolvent a un pH faible. Pour réaliser une gélification de ce type de composé, les
molécules a encapsuler doivent étre mélangées & température, force ionique et pH
faibles. L’augmentation de ces 3 paramétres entraine la solidification. Dans le cas
de la gélatine, les billes sont formées aprés égouttage dans une solution hydrophobe
froide, & laguelle on aura ajouté un réticulateur pour solidifier et stabiliser le gel

(Kiihtreiber et al., 1999).

o,
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Figure 10 : Structure typique de la molécule de gélatine, faite de plusieurs
résidus de glycine, proline et 4-hydroxyproline (Chaplin, 2011)

Des essais d’encapsulation des probiotiques ont déja été faits avec la gélatine et ont
démontré que des lactocoques réussissent a croitre dans une microcapsule de ce
polymere (Hyndman et al.,, 1993). Cependant, le gel créé par la gélatine est
thermoréversible, ce qui peut &tre négatif pour I'ajout & des aliments. C’est
pourquoi la gélatine est souvent utilisée de pair avec un autre composé comme
Ialginate pour créer une microcapsule plus résistante aux conditions retrouvées

dans le tractus gastro-intestinal (Li er al., 2009; Annan et al., 2008).
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6.7. Pectine

La pectine est un polysaccharide, dont la molécule est une longue chaine d’acide
pectique et d’acide pectinique. Ce polymére provient de la membrane cellulaire de

plantes, ol son role est de joindre les cellules végétales entre elles (Field, 2011).

Figure 11 : Chaine principale d’une molécule de pectine (Field, 2011)

Des gels sont créés par égouttage de pectine dans une solution ionique d’aluminium
ou de calcium, de la méme fagon que l'alginate. Les billes ainsi fabriquées
présentent également quelques caractéristiques des billes d’alginate, telles la
concentration décroissante du bord de la bille au centre. Cependant, I’avantage des
billes de pectine est leur meilleure tolérance a des chélateurs et compétiteurs que les
billes d’alginate (Kiihtreiber et al, 1999). Des essais d’encapsulation de
probiotiques avec de la pectine ont démontré que ce type de microcapsule était plus
stable que celles de microcapsules d’alginate, mais que la survie et la croissance des
bactéries étaient meilleures pour les billes d’alginate lors d’inoculation en milieu

d’enrichissement (Voo et al., 2011).

e
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6.8. Chitosane

Le chitosane est « un polysaccharide polyglucosamine obtenu par la déacétylation
de la chitine. » (Kiihtreiber et al., 1999). Ce polymere est hydrosoluble et forme un
gel en présence de polycations. On peut donc se servir de cette faculté pour produire
des billes assez résistantes, en laissant s’égoutter une solution de chitosane dans un
bain de solution phosphatée, a titre d’exemple. Cependant, le chitosane posséde des
propriétés antibactériennes, puisqu’il peut interagir avec les membranes cellulaires
menant a la diminution de la viabilit¢ ou de I’activité. Dans I’encapsulation de
bactéries, il ne peut donc servir que comme deuxieme membrane a ’extérieur des
capsules. Cependant, son utilisation dans le domaine alimentaire est prohibée au
Canada (Kailasapathy, 2002; Kiihtreiber e al., 1999). Par contre la poly-L-lysine
pourrait substituer le chitosane dans cette application (Krasaekoopt et al., 2004;

Bhathena et al., 2009).
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Figure 12 : Structure générale du chitosane, ot au moins quelques groupes
acétylamine ont été transformés en groupes amine (Fan et al., 2005)

6.9. Alcool polyvinyl

Ce polymere a la particularité de se gélifier par congélation, dii a ’exclusion de
I’alcool polyvinyl des cristaux d’eau, ce qui concentre le produit et permet la
gélification. Des cycles répétés de congélation/décongélation permettent donc de
solidifier le gel. Les avantages de cette procédure sont la stabilité des gels a ’acidité

et a de hautes températures, la faible perméabilité de ’oxygéne et la possibilité
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d’encapsuler des microorganismes thermophiles. De plus, ce polymére est peu

coliteux et non toxique.
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Figure 13 : Structure répétitive d’une molécule d’alcool polyviny! (Essindustry, 2011)

Le gel peut également étre solidifié par réticulation de I’alcool avec de I’acide
borique, mais les conditions fortement acides requises par cette méthode la rendent

moins accessible pour I’encapsulation de cellules (Kiihtreiber et al., 1999).

6.10. Protéines et gras laitiers

L’utilisation de protéines et gras laitiers pour I’encapsulation de probiotiques
commence a €tre étudiée par les chercheurs, puisque lors d’ajout de cellules a des
produits alimentaires, il peut &tre avantageux d’utiliser des molécules qui ne
modifieront pas les conditions de I’aliment. L’utilisation de protéines laitieres
comme agent encapsulant pour I’ajout dans des produits laitiers permet de respecter

tout a fait les conditions et ingrédients du produit.

Certaines équipes de recherche ont pu démontrer que I’encapsulation dans des
matrices a base de substances laitieres peut améliorer la survie de probiotiques a des
conditions difficiles comme une forte acidité et a la présence de bile (Reid et al.,
2005; Heidebach et al., 2009). Lors d’essais d’ajout de cellules encapsulées a du
yogourt, les résultats obtenus varient selon la souche de probiotique encapsulée; de
ce fait, certains résultats démontraient une amélioration de la survie (Picot et
Lacroix, 2004) et certains n’ont pas démontré d’amélioration (Modler et Villa-
Garcia, 1993). L’utilisation de protéines et gras laitiers pour I’encapsulation de

probiotiques est donc une avenue a développer.
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7. Aliments enrichis de probiotiques encapsulés

Plusieurs produits alimentaires ont été testés pour I’ajout de probiotiques encapsulés
avec vérification des différences de viabilité. Le yogourt est une denrée qui a fait
I’objet de plusieurs études. Les résultats de ces différentes recherches sont
partagés : certaines présentent des résultats de meilleures survies bactériennes pour
les probiotiques encapsulés (Talwalkar et Kailasapathy, 2004; Picot et Lacroix,
2004; Krasaekoopt et al., 2006; Kailasapathy, 2006; Adhikari et al., 2000), et
d’autres présentent des résultats moins concluants (Sultana et al., 2000; Ferreira
Grosso et Fivaro-Trindade, 2004). Dans le cas de I’étude de Talwalkar et
Kailasapathy (2004), il est intéressant de constater que le micro-emprisonnement de
probiotiques sensibles a I'oxygéne améliorait la viabilité des cellules davantage a
cause de la protection de I’oxygéne que des conditions acides du yogourt, du moins
a court terme. De plus, un fait tiré des analyses sensorielles a pu €tre observé par au
moins deux équipes de recherche, soit que la texture des yogourts risque d’étre
modifiée lors de I’ajout de cellules microencapsulées, ce qui n’est évidemment pas

souhaitable (Kailasapathy, 2006; Adhikari et al., 2000).

D’autres aliments ont également démontré que la microencapsulation des
probiotiques était bénéfique pour la viabilité bactérienne, dont les desserts congelés
(Sheu et al., 1993; Shah et Ravula, 2000; Homayouni et al., 2008) Dans le cas de
I’équipe de Homayouni (2008), I’encapsulation en billes d’alginate a amélioré de
30% le taux de survie de deux souches probiotiques ajoutées dans de la créme
glacée, conservée sur une période de 180 jours. De plus, I’ajout de ces cellules
microencapsulées n’a pas affecté les propriétés sensorielles de I’aliment, ce qui
démontre que la microencapsulation des probiotiques peut étre une avenue trés
intéressante dans le domaine des aliments congelés. Dans le cas de ’ajout de
probiotiques microencapsulés a du lait, les résultats se sont avérés concluants pour
I’équipe de Truelstrup-Hansen (2002). Dans le cas de Ferreira Grosso et Fivaro-
Trindade (2004), la survie bactérienne était bonne dans du lait et du lait acidifié,
mais la différence entre les probiotiques libres et les probiotiques encapsulés n’était

pas significative.
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Des recherches ont également été menées par différentes équipes pour I’ajout de
probiotiques encapsulés 4 du fromage. Pour la majorité des équipes, les résultats de
ces €tudes se sont avérés non concluants. En effet, ’encapsulation des probiotiques
dans des billes d’alginate n’a pas amélioré la viabilité de probiotiques pour
plusieurs équipes (Gobbetti et al, 1998; Godward et Kailasapathy, 2003;
Kailasapathy et Masondole, 2005), ni dans le cas de cultures encapsulées par
« spray-coating » dans du fromage en créme (Belvis et al., 2006). Certaines études
ont toutefois permis de démontrer que des bactéries probiotiques encapsulées
présentaient de bons taux de survie dans des matrices fromageres (Darukaradhya,
2005; Chan et Zhang, 2005; Eisberg, 2009; Sodini-Gallot et al., 1995; Barakat et
al., 2009).

Il a également €té démontré que la microencapsulation des probiotiques améliorait
la survie dans le fromage en comparaison avec des probiotiques libres, pour au
moins deux techniques de microencapsulation. L’équipe d’Ozer (2008) a réussi 2
obtenir de meilleurs taux de survie pour les probiotiques encapsulés lors d’ajout 2
du fromage kasar entreposé sur une période de 90 jours. De méme, I’ajout de
cellules de Bifidobacterium bifidum encapsulées par émulsion avec du
K-carraghénane a permis I'obtention de meilleurs taux de survie que les

probiotiques libres dans du fromage Kareish au cours d’un entreposage de 10 jours

(Abou Dawood, 2002).

Plusieurs autres types d’aliments ont également fait I’objet d’études pour 1’ajout de
probiotiques encapsulés, dont des jus de fruits, ot la microencapsulation s’est
avérée efficace pour améliorer la survie des bactéries sur une période de 6 semaines
(Ding et Shah, 2008). Des essais ont également été menés dans des aliments tels du
beurre d’arachides et du pain, oli la survie des probiotiques n’était pas améliorée par
la_ microencapsulation. Dans le cas du pain, la mortalité des probiotiques,
encapsulés ou non, était majoritairement due 2 la cuisson de la pate (Belvis et al.,

2006).
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De tous ces faits, on peut conclure que la matrice alimentaire de méme que les
conditions auxquelles seront exposés les aliments ont une forte influence sur la

survie de bactéries encapsulées (Champagne et Kailasapathy, 2008).

8. Le fromage cheddar

8.1. Histoire du fromage

Le fromage est un aliment aux origines trés anciennes et de découverte incertaine.
Plusieurs légendes européennes circulent afin d’expliquer I’origine du fromage,
mais aucune ne permet d’étre précis quant aux débuts historiques de cet aliment. La
date d’invention est également inconnue, mais les historiens évaluent que les
premiers fromages étaient fabriqués plus de 4000 ans avant notre &re, dii a des frises
découvertes dans un temple d’Ur représentant un prince dégustant un fromage
composé de lait de vache et de chévre datant de cette époque. L’histoire nous
apprend encore que le fromage était parfaitement connu des Assyriens, Babyloniens
et Egyptiens, de méme que les Athéniens qui en nourrissaient leurs athlétes et les
Romains, leurs soldats. La Bible, I'Odyssée d’Homere et des écrits d’ Aristote et de
Virgile font également allusion i la consommation ou la fabrication de fromage

(Selrac, 1964).

Le mot « fromage » est utilisé depuis plusieurs centaines d’années et vient du mot
grec « formos » qui désignait un panier d’osier qui était utilisé lors de la fabrication
de fromage, afin que le caillé s’égoutte et prenne sa forme, c’est-2-dire ce qu’on
appelait le « formage ». La déformation de ce mot a mené au mot « fromage »,
utilisé depuis ce temps (Selrac, 1964). La dénomination « fromage » est réservée 2
un « produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu a partir des matiéres d’origine
exclusivement laitieres suivantes : lait, lait partiellement ou totalement écrémé,
creme, matiere grasse, babeurre, utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout
ou en partie avant égouttage ou aprés élimination partielle de la partie aqueuse ». En
fait, le fromage est le produit obtenu suite a la concentration des éléments majeurs

du lait sous I’action de I’acidification et/ou d’une enzyme (Mahaut et al., 2000).
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8.2. Le cheddar

Malgré la grande popularité du fromage cheddar, le procédé de fabrication de ce
produit n’est pas controlé. En fait, le nom «cheddar » n’est pas protégé, malgré
I’origine de ce fromage, fabriqué depuis au moins I’an 1170 dans le village anglais
Cheddar, a Somerset. Cette date a été retenue, considérant que la plus vieille
transaction de ce type de fromage répertoriée a été faite par le roi Henri II cette

méme année.

L’origine du cheddar est incertaine, mais la légende veut que la découverte de
grains de caillés dans un contenant de lait qu'on tentait de préserver dans une
caverne des gorges de Cheddar aurait été accidentelle. Cependant, I’affinage du
procédé de fabrication s’est développé au 16° siécle, lorsque les fromagers ont
découvert que la durée de conservation du fromage augmentait lorsque I’excédent
de liquide était extrait des fromages, ce qui a mené au développement des étapes de

cheddarisation et de pressage lors de la fabrication de fromage cheddar.

N

Cependant, certains critéres sont communs 2 tous les fromages cheddar produits
universellement, tels qu’il est fait de lait de vache et posseéde une pite ferme, le goit
passant de doux a fort, selon la période de vieillissement (Marshall, 2008). Chaque
pays posséde sa propre législation pour I’appellation «cheddar », comme au

Canada, ou I’appellation demeure contrdlée.

8.3. Définition du fromage cheddar selon Santé Canada

« Produit de la coagulation, a I’aide de bactéries, du lait, de produits du lait ou d’un
mélange de ceux-ci, en vue de former un caillé qui est ensuite soumis au procédé
cheddar ou a un autre procédé qui donne un fromage possédant les mémes
propriétés physiques, chimiques et organoleptiques que le fromage produit par le

procédé cheddar. » (Ministére de la Justice, 2011).
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Le cheddar doit contenir au moins 31 % de matiere grasse du lait et au plus 39 %
d’humidité. 1l peut contenir du sel, des cultures bactériennes d’affinage, des agents
d’affermissement ou de conservation autorisés et du colorant alimentaire autorisé.
Certaines dérogations sont cependant permises « si le fromage modifié conserve la
saveur et la texture caractéristiques du fromage cheddar » (Ministére de la Justice,

2011).

Le fromage frais non pressé et non affiné est également commercialisé a certains
endroits au Canada, dont majoritairement au Québec, au nord du Nouveau-
Brunswick et a I’est de I’Ontario, de méme que dans le nord-est des Etats-Unis. Au
Québec, ce type de fromage est appelé fromage en grains. Comme le fromage en
grains n’est pas soumis a un procédé d’affinage, les parametres recommandés par la
loi pour I’appellation fromage cheddar ne peuvent pas tous étre atteints: le
pourcentage d’humidité sera plus élevé pour le fromage en grains (maximum toléré
de 41%), et le pourcentage de gras sera plus faible (Editeur Officiel du Québec,
2009).

8.4. Marché du cheddar

Le cheddar est réputé comme le fromage le plus populaire au monde (Marshall,
2008). En fait, les chiffres démontrent que le cheddar est le fromage a pate dure le
plus fabriqué a travers le monde, majoritairement au Royaume-Uni, au Canada, en
Australie, en Nouvelle-Zélande et aux Etats-Unis. Au Royaume-Uni, sa production

atteint annuellement jusqu’a 55% de toute la production fromagere du pays

(Donaghy et al., 2004; Bérubé, 1995).

Au Canada, la production augmente d’année en année, suivant la popularité
croissante du produit. Preés de 143 100 tonnes de cheddar ont été€ produites au pays
en 2007, ce qui représente 40% de toute la fabrication fromagere canadienne. Il
s’agit 1a d’une augmentation de 4,9% par rapport a 2006; de plus, preés de la moitié

de ce fromage a été vendue au Québec uniquement (Statistiques Canada, 2007).
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9. Fabrication du fromage cheddar

9.1. Les ferments

Les ferments utilisés pour la fabrication du fromage cheddar sont des bactéries
lactiques mésophiles, comme pour la majorité des fromages, soit des bactéries
répondant positivement au test de Gram, microaérophiles ou anaérobies
facultatives, capables de fermenter les glucides, en particulier le lactose, en acide
lactique. Cette acidification du milieu permet la coagulation du lait (aidée par

'action de la présure (voir définition en page 70)).

Le lait peut passer d’'un pH de 6,7-6,8 a 5,5 par I'action des ferments, ce qui
entrainera I'inhibition d’une grande quantité de bactéries, dont certains pathogénes.
De plus, I'action inhibitrice des bactéries lactiques est souvent décuplée par la
libération par certaines souches de peroxyde d’hydrogéne, d’acides organiques, de

diacétyle, d’acétaldéhyde ou de bactériocines (Bérubé, 1995).

Il est trés important d’utiliser plusieurs souches bactériennes en guise de ferments
parce que de cette fagon, il y a diminution du risque de pertes économiques. En
effet, les bactériophages peuvent &tre un probléme important dans I’industrie
fromagere puisque leur présence dans une culture bactérienne peut entrainer la mort
de la majorité des cellules. Si les bactéries lactiques utilisées en guise de ferment
pour la production de fromage meurent, il ne peut donc pas y avoir de coagulation
du lait par leur action. En utilisant au moins deux souches bactériennes, on diminue
le risque que le bactériophage anéantisse toute la culture, puisque les
bactériophages sont souvent spécifiques a un genre bactérien. Si une seule des
especes est affectée, il peut quand méme y avoir production de coagulation (Scott,

1986).

Aussi, on veut diminuer le risque que le substrat devienne limitant pour les
ferments. En fait, la teneur en acides aminés libres dans le lait est trés faible. La
facon de libérer les peptides et les acides aminés des caséines du lait est la

protéolyse, soit I'utilisation de peptidases et protéinases par les bactéries lactiques.
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Selon I’échelle de protéolyse des différentes especes du ferment, il y aura donc une
forte probabilité qu’une plus grande diversité de peptides soient coupés, ce qui
favorisera le métabolisme de toutes les bactéries du milieu. En utilisant plusieurs
souches différentes de bactéries au départ, on s’assure que toutes les cellules du
milieu ne se feront pas compétition pour les mémes acides aminés, surtout que les
bactéries lactiques sont généralement exigeantes du point de vue nutritionnel

(Bérubé, 1995).

De plus, la protéolyse contribue a I’assouplissement de la pite de fromage, puisque
le réseau protéique est brisé. Les acides aminés et les peptides libérés par protéolyse
contribuent a donner de la saveur au fromage, mais il faut faire attention au
rendement, car une trop grande activité protéolytique entraine un gofit amer dans le
fromage (a cause de la libération de petits peptides hydrophobes) et diminue donc
grandement les qualités organoleptiques, ce qui n’est pas souhaitable (Ragié et

Kurmann, 1983).

9.2. L’expérimentation

Les ferments qui seront utilisés lors des fabrications de fromage tout au long de
I"expérimentation seront de source commerciale, soit de la compagnie CH-Hansen,
Milwaukee, Etats-Unis. Ce ferment commercial est composé majoritairement de
deux souches bactériennes, soit Lactococcus lactis ssp. cremoris et Lactococcus
lactis ssp. lactis. 11 est également possible d'y retrouver des traces de Leuconostoc
cremoris. Lactococcus lactis spp. lactis est couramment utilisée 2 titre de ferment
pour la production de cheddar, puisque cette souche bactérienne a une grande
activité protéolytique. Cette caractéristique est un probléme pour la production de la
majorité des fromages, mais pas pour le fromage cheddar frais, puisqu’il est
nécessaire que la production se déroule rapidement. Une plus grande activité
protéolytique entrainera donc une coagulation plus rapide, ce qui peut réduire le
temps de production du fromage de plusieurs heures. Lactococcus lactis spp.
cremoris est également une souche de bactérie lactique couramment utilisée pour la

production de fromage cheddar (Bérubé, 1995).

——
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9.3. Procéde de fabrication

La présente section se réfere principalement & deux ouvrages, soit Mahaut er al.,

2000 et Bérubé, 1995.

Etape 1 : La préparation du lait

Il s’agit d’une étape caractérisée par la destruction de la flore d’origine du lait pour
permettre de n’y retrouver que les bactéries sélectionnées. Elle permet également
que la composition chimique du lait soit standardisée pour I’obtention d’un produit

final stable d’une fabrication a I’autre.

Les moyens utilisés pour y parvenir :

1. Refroidissement

Freine ’activité de la flore microbienne

2. Clarification

Filtration dans un appareil appelé I’écrémeuse centrifuge, afin d’éliminer les

poussieres, résidus, leucocytes, cellules épithéliales, etc.

3. Bactofugation

Etape non essentielle. Permet de réduire le nombre de microorganismes du
lait par ultracentrifugation dans un appareil appelé bactofuge. Sert
principalement a éliminer les spores de Clostridium tyrobutyricum qui

créent le gonflement de la pite fromagere.
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Standardisation

Régularise la composition du lait : on peut procéder a ’écrémage ou 2 la
concentration en protéines et matiéres grasses A ’aide d’appareils, comme

une centrifugeuse a disques.

Homogénéisation

2

Stabilise I’émulsion de matiére grasse dispersée dans la phase aqueuse en
réduisant le diamétre des globules de gras et ainsi ralentir leur remontée a la

surface. On utilise un homogénéisateur.

Thermisation

Améliore les qualités du lait cru en diminuant la quantité de bactéries, en
ralentissant I’activité des psychrotrophes, en prévenant les fermentations
indésirables, en favorisant les conditions de croissance pour les ferments et
en corrigeant quelques conditions physico-chimiques dont la répartition des

micelles de caséines. Traitement de 60 2 65°C pendant 10 2 20 secondes.

Pasteurisation

Détruit en totalité les agents pathogénes non sporulants, entre 95 et 99% de
la flore d’origine du lait et plusieurs substances antibactériennes, ce qui va
permettre un meilleur contréle lors d’ajout de ferments. Traitement soit i
63°C pendant 30 minutes ou a 72,8°C pendant 12 3 40 secondes. Peut étre

fait dans un pasteurisateur.

Traitements de correction

Les différents traitements rendent le lait moins apte a la coagulation; il faut
donc rétablir les équilibres protéiques et minéraux entre les phases soluble et

micellaire. Le taux protéique du lait est habituellement réglé entre 35 et
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40 g/L. a I'aide de différentes techniques, dont I’élimination de I’eau par
osmose inverse, concentration par nanofiltration, ultrafiltration,
microfiltration ou par enrichissement en caséinates, afin d’améliorer
Paptitude du lait a la coagulation. La teneur en calcium est également
régulée pour améliorer la capacité de coagulation du lait, par ajout de CaCl,
en dose variant de 50 a 200 mg/L. D’autres traitements possibles sont la
standardisation du taux de matiére grasse, de la teneur en lactose et de

I’équilibre salin.

Maturation du lait

Il s’agit d’une étape essentielle durant laquelle les bactéries lactiques sont
ajoutées et s’acclimatent au milieu (voir le N.B.). En fait, les bactéries
produisent des enzymes protéolytiques pour permettre une meilleure
multiplication et production d’acide lactique. Cette étape permet aussi de
controler le degré d’acidification du lait et contribue au rétablissement de
I’équilibre physico-chimique. Pour la fabrication du fromage cheddar, cette

étape s’effectue de 30 a 60 minutes a 30-32°C avec agitation constante.

Ajout de colorant

Différents colorants naturels peuvent étre ajoutés pour pallier a la couleur du
fromage qui est directement liée a la couleur du lait, parfois jaunitre dans le
cas du lait de vache et de couleur changeante selon I’alimentation de
’animal. Ces colorants sont souvent jaunditres et plusieurs font partie de la
famille des caroténoides, tels la B-caroténe et le B-apo-8'-caroténal, utilisés
sous une forme synthétique, et des extraits rocou (ou annatto) et de pétales
de souci des jardins (ou marigold). Toutes ces molécules sont retrouvées
naturellement dans plusieurs plantes et sont utilisées pour colorer les
fromages, dont le cheddar. Anciennement, on utilisait beaucoup les pétales
de soucis des jardins (Tagetes erecta), ol on retrouve une forte proportion

de lutéine, ayant le pouvoir colorant. L’utilisation de ce produit ajoutait du
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coup, une saveur piquante et florale au fromage. Depuis I’importation de
graines de rocouyer d'Amérique (Bixa orenalla), le «marigold » est
toutefois moins utilisé, puisque I’extrait des enveloppes résineuses des
graines de rocouyer, le rocou, caractérisé par une couleur rouge, présente
avantage d’étre sans saveur, ce qui est profitable pour I’industrie
fromagere. Le pouvoir colorant du rocou est tiré de la forte proportion de
bixine qu’on y retrouve, soit jusqu’d 10% du poids sec. D’autres types de
molécules, telle la riboflavine (ou vitamine B,), souvent de source
synthétique, sont également utilisées 2 titre de colorant pour I’industrie
fromagere (Britton, 1992). De fagon générale, la concentration de colorant

ajoutée est d’environ 66 mL par 1000 kg de fromage (Bérubé, 1995).

N.B. Le lait n’est pas un milieu de culture idéal pour les bactéries en raison de la
nature des glucides qu’on y retrouve, sa faible teneur en acides aminés libres, sa
composition relativement pauvre en certaines vitamines et son contenu en
substances antimicrobiennes. Cependant, ces conditions n’empéchent pas bon
nombre de microorganismes de coloniser (Micrococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, ~Microbacterium, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas,

Acinetobacter, Streptomyces, Clostridium, des coliformes, etc.).

s

Etape 2 : Ensemencement des bactéries lactiques

Le choix des bactéries lactiques est primordial afin d’obtenir les qualités
organoleptiques recherchées dans le fromage. En effet, I’action de ces bactéries
permet de libérer différents glucides, peptides, acides et lipides qui seront trés
importants pour la flaveur. La flaveur référe a I’ensemble des perceptions olfactives
et gustatives liées a la consommation d’aliments. Les recettes de ferments doivent
donc é&re soigneusement élaborées, puisque le moindre changement de
concentration ou de souche bactérienne peut grandement modifier le gofit du
fromage, comme dans le cas de Lactobacillus casei dont certaines souches

produisent d’excellents cheddars, alors que d’autres résultent en fromage au got
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acide aux notes ameéres, ce qui n’est évidlemment pas souhaitable (Cogan et

Beresford, 2002; Lawrence et Gilles, 1987).

La microflore lactique choisie doit étre présente dans le lait avant I’emprésurage,
puisque I'action de ces bactéries permet d’abaisser le pH, permettant une
coagulation du lait plus rapide. En fait, entre les pH 6,7 et 5,6, la vitesse de
coagulation est multipliée par 30. Les bactéries lactiques utilisées pour
’ensemencement du lait sont essentiellement homofermentaires. Cependant,
Iatteinte du pH désiré pour I’emprésurage demeure une variable qui n’est pas
toujours bien maitrisée, ce pour quoi certains fromagers utilisent d’autres
techniques, comme I’ajout de gluconodeltalactone (GDL), de CO,, de protéines

sériques ou résines échangeuses d’ions.

Le GDL est hydrolysé graduellement en acide gluconique lorsqu’il est utilisé en
milieu aqueux, ce qui explique I’acidification du lait dans une fabrication fromagére
(De Kruif, 1997). Pour le dioxyde de carbone, I’acidification du lait est produite par
la réaction chimique du CO; avec I’eau, ce qui permet d’obtenir au final un ion
CO;* et deux ions H* (Smit, 2003). Dans le cas des protéines sériques, on peut, a
titre d’exemple, faire référence a I’ajout au lait d’un lactosérum trés acide provenant
d'une culture antérieure de bactéries lactiques dans du lait ou du lactosérum (Ramet,
1993). Les résines échangeuses d’ions, quant & elles, permettent d’échanger des
cations du lait, comme le calcium, et de libérer des ions H" afin d’entrainer une

acidification du milieu (Phillips and Williams, 2000).

L’enrichissement des bactéries fermentaires peut se faire selon 3 types
d’ensemencement, soit les ferments traditionnels, ’ensemencement en cuve a
ferments ou I’ensemencement direct du lait de fabrication. L’ensemencement direct

est la technique la plus souvent utilisée dans le cas des fromages frais.
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Etape 3 : La coagulation du lait

La coagulation du lait se produit a cause de la précipitation des caséines suite a la
déstabilisation des micelles par acidification 2 leur point isoélectrique (pl = 4,6) ou
suite & I'action d’enzymes coagulantes. Les enzymes coagulantes utilisées en
fromagerie peuvent étre d’origine animale, telles la présure et la pepsine, d’origine
végétale, telles les enzymes de figuiers (ficine), d’ananas (bromélaine), d’artichaut,
de chardon, de courge, et autres, ou d’origine microbienne, telles les enzymes de
différentes moisissures (Endothia parasitica, Mucor pusullus, Mucor miehei) ou de

bactéries (Escherichia coli, Bacillus subtilis).

La perturbation des micelles de caséines entrafnant la coagulation du lait est due a
la baisse de répulsion électrostatique entre elles, leur déshydratation partielle ainsi
que la solubilisation du calcium et du phosphore minéral. 11 y a donc formation
irréversible d’un gel dans lequel sont retenus les matieres grasses, I’eau, le lactose,
I"acide lactique, les minéraux, les vitamines, etc. Ce réseau protéique est appelé le
coagulum. Celui-ci présente les caractéristiques de perméabilité satisfaisante,
friabilité €levée, ainsi qu’une élasticité et une plasticité pratiquement nulles en
raison du manque de structure du réseau protéique. En fait, les liaisons entre
molécules sont de type hydrophobe de faible énergie, ce qui entraine une faible
résistance aux traitements mécaniques. Ce sont ces caractéristiques
physicochimiques qui déterminent I’aptitude du coagulum 2 I’égouttage, et ainsi, les

caractéristiques finales du fromage.

Dans le cas du fromage cheddar, I’ acidification du lait est produite par I’ajout au lait
de présure et de ferments lactiques. La présure est un mélange d’enzymes d’origine
animale ou synthétique. Elle est en fait composée de chymosine et de pepsine.
L’enzyme active en est la chymosine, une enzyme retrouvée dans le quatrieme
estomac de jeunes ruminants non sevrés. La chymosine permet tout d’abord
d’hydrolyser la caséine x présente dans le lait et a aussi une action protéolytique

lors de I'affinage du fromage. La présure demeure encore aujourd’hui I’agent de
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coagulation de choix et le standard pour I’évaluation des autres enzymes

potentielles (Kosikowski et Mistry, 1997).

Dans la fabrication de fromage, lorsque le pH d’emprésurage est atteint suite 2
I'action des ferments lactiques, la présure est ajoutée, généralement a une
concentration de 198 mL/1000 kg (pour une présure diluée 1: 15 000). On laisse
I’agitation pendant environ 2 minutes pour permettre i la présure d’étre distribuée
assez uniformément dans le lait, puis on enléve les pales agitatrices du bassin et on
laisse reposer. Apres une dizaine de minutes, un test de temps de prise est fait afin
de s’assurer que la coagulation est en cours. Ce temps de prise correspond au temps
séparant I’addition d’enzymes coagulantes et le début de la floculation. Ce test peut
étre réalisé de différentes fagons par méthode visuelle, physique ou chimique. A
titre d’exemple, la coagulation du lait peut étre suivie par I’évolution de la teneur en
calcium soluble. En effet, I'acidification emmeéne le phosphate de calcium
micellaire & passer dans la phase aqueuse, ce qui crée une relation inversement
proportionnelle entre le pH et la teneur en calcium soluble. Industriellement, la
méthode visuelle caractérisée par I’observation de petits grains restés sur un objet
ou un doigt plongé dans le mélange est la plus souvent utilisée. Le coagulum est
alors laiss€ & incuber pour une période égale a environ 2 fois le temps de prise pour
les pites pressées et 3 fois le temps de prise pour les pétes molles. Cet intervalle

correspond au temps de coagulation.

Pour la production du coagulum, la température est un facteur d’importance,
puisqu’a une température inférieure & 10°C ou supérieure a 65°C, la coagulation ne
se fait pas. Dans le cas du cheddar, la température doit varier entre 28 et 32°C, ce
qui permet d’accélérer la formation du coagulum et d’augmenter la fermeté du
fromage. Le temps de coagulation du lait est inversement proportionnel a la quantité

d’enzyme qui lut est ajoutée.
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Etape 4 : L’égouttage du coagulum

Cette étape permet de séparer le lactosérum et le coagulum. En fait, le lactosérum
est principalement composé d’eau, de protéines (surtout B-lactoglobuline et

a-lactalbumine), de glucides (dont le lactose), de vitamines et de minéraux.

L’égouttage du lactosérum se produit lors de toutes les étapes subséquentes de la
fabrication. Tout d’abord, c’est I'étape du soutirage ot la plus grande proportion du
lactosérum est retirée. Cependant, comme le coagulum présure est peu perméable,
le lactosérum s’écoule lentement et de facon limitée. Différentes techniques sont
appliquées pour permettre une meilleure exsudation, soit le découpage du coagulum
(décaillage) et un brassage (lorsque le coagulum a atteint un pH d’environ 6,5).
Dans le cas du fromage cheddar, le coagulum est coupé verticalement et
horizontalement, 2 raison de grains d’environ 1 cm® 2 I’aide de longs couteaux de
cordes métalliques sur un support. Le coagulum peut étre découpé a différents
degrés de fermeté. Cependant, plus les grains sont découpés dans un coagulum
mou, plus le fromage obtenu aura une pite dure et vice versa, puisque des grains

durs ne permettront pas I’exsudation d’autant de lactosérum que les grains mous.

Les grains de coagulum en suspension dans le lactosérum sont brassés 3 vitesse
moyenne jusqu’'a I’obtention du pH attendu d’environ 6,1. Le pH a une grande
influence au moment du soutirage, puisqu’il influence le degré de minéralisation du
coagulum, le pouvoir tampon de la pite fromagere et son pH final, de méme que la
rétention du sel. En fait, dans le cas du cheddar, il faudra un pH de 6,1 4 6,2 a
Iétape du soutirage, afin que le pH en fin de fabrication corresponde au pH visé de
5,1-5,2 (Kosikowski et Mistry, 1997). Pendant ce temps, c’est également I’étape de

cuisson.

ra

Etape 5 : La cuisson et le soutirage

Afin de retirer un maximum de lactosérum, le caillé est cuit & une température

maximale de 40°C. La température doit s’élever jusqu’a 38°C pendant 30 minutes
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avec légere agitation, puis les grains de caillé sont cuits  cette température pour 45
minutes supplémentaires avec agitation plus vigoureuse. Le lactosérum est exsudé
durant I’élévation de la température, ce qui permet de cuire les grains dans le

liquide (Kosikowski et Mistry, 1997).

L’€égouttage se passe souvent dans un tamis fin pendant 25 minutes ou alors, par
retrait du lactosérum d’un bassin de fabrication, alors que le coagulum est retenu
par une passoire. Suite au retrait du lactosérum, la pite fromagére est alors appelée

le caillé.

Il existe différents types de caillé, soit le caillé acide, le caillé présure et le caillé
mixte. Le caillé retrouvé dans la fabrication du fromage cheddar peut étre un caillé
présure ou un caillé mixte. Dans notre cas, il s’agira d’un caillé mixte, puisque la

coagulation a €té créée par I’ajout de ferments lactiques et de présure.

vl

Etape 6 : La cheddarisation

Sous I'effet de la pression, de I’acidité et de la température, les grains de caillé ont
tendance a se souder pour créer des blocs, présentant une texture caractéristique
caoutchouteuse et lustrée. Quand ces blocs sont recouverts d’environ 2,5 cm de
lactosérum, la matrice fromagere peut étre coupée en longues tranches (~ 66 x 13
x 10 cm). Ces tranches de caillé sont laissées dans un bassin 2 38°C pour un temps
de repos de 15 minutes les unes A coté des autres, retournées aux 15 minutes, puis
empilées, afin de permettre la libération du maximum de lactosérum qui est récolté
au fur et & mesure. La période de cheddarisation se termine lorsque le lactosérum
recueilli de cette fagon atteint un pH d’environ 5,2 4 5,3 et que les tranches de caillé
sont passées d’une €paisseur de 10 2 5 cm. Suite 2 cette étape, les tranches de caillé
sont coupées en petits grains par des moulins industriels (Kosikowski et Mistry,

1997).
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Etape 7 : Le salage

Cette €tape est essentielle lors de la fabrication de fromage, afin de permettre une
nouvelle expulsion de lactosérum, le bon déroulement de I’affinage, de minimiser
les risques de contamination et de détérioration, de participer i la formation de la

croiite, ainsi que d’amener le goiit caractéristique.

Le salage peut se faire a sec ou par la saumure. Dans notre cas, il s agira de salage a
sec qui se pratique bien sur des fromages a péte ferme. Cette étape peut également
etre réalisée apres le pressage. Les grains de caillé sont saupoudrés de sel A la main,
a raison de 2,3 & 3,5 kg par 100 kg de caillé (Kosikowski et Mistry, 1997). Le sel
pénetre lentement dans les grains de caillé; I’ajout du sel est donc divisé en 3 étapes
pour traiter avec tout le volume requis. Puisque les grains présentent une grande
surface de contact, la durée du salage est écourtée. La quantité de sel et |’uniformité
du salage doivent cependant étre contrdlés, afin d’obtenir une production uniforme

a chaque fois.

ya

Etape 8 : Le moulage et le pressage

Les grains de caillé sont ensuite déposés dans des moules puis soumis 2 des
pressions, ce qui a pour but de donner la forme définitive au fromage, d’assurer la
soudure des grains de caillé et d’éliminer les derniéres fractions de lactosérum. Le
volume de caillé déposé dans chaque moule doit &tre calculé, afin d’obtenir la
texture finale souhaitée. Dans le cas du cheddar, le pressage a lieu durant quelques
heures, 2 raison de 1,5 4 2,0 kg/cm”. Cette €tape peut également s’étaler pour toute
la nuit & une pression variant entre 172 et 344 kPa. Cette étape n’a évidemment pas

lieu dans la production de fromage cheddar en grains.




75

I3

Etape 9 : L’affinage

Au cours de cette étape, le caillé au gofit acidulé (dii & la fermentation lactique)
mature et acquiert des caracteres nouveaux au niveau de la présentation, de la
texture et de ’ardbme. Il s’agit en fait d’une étape de digestion enzymatique de
certains constituants du caillé qui se fait chez la plupart des fromages, sauf les
fromages frais. Le fromage cheddar frais ne subira donc pas cette étape, mais le
cheddar affiné doit passer par cette étape qui, pour ce type de fromage, dure de 1 2

12 mois sous des conditions de 2 i 10°C et une humidité relative de 87 4 95%.

Le fromage cheddar subira un type d’affinage appelé affinage dans la masse, se
caractérisant par I’action enzymatique de la flore microbienne déja présente, des
enzymes naturelles du lait et des enzymes coagulantes utilisées. C’est au cours de
cette période que les fromages subissent divers traitements comme le retournement,
le lavage, le frottage et I’enrobage, qui ont pour but d’assurer I’uniformité dans les
productions. Les grands phénomenes biochimiques qui prennent place durant
’affinage sont la fermentation du lactose (o le lactose est transformé en acide
lactique, acide acétique, éthanol et CO,, puis jusqu’en acides organiques), la
protéolyse (ou les caséines sont transformées en acides aminés, puis jusqu’en
amines, acides organiques et composés soufrés) et la lipolyse (ol la matiére grasse
est transformée en acides gras, puis jusqu’en cétones, lactones et alcools
secondaires). Il est & noter que les principaux composés impliqués dans la flaveur
du fromage cheddar (sensations olfactives et gustatives) sont 'acide lactique,

I'acide acétique, les acides aminés soufrés, les acides gras & courte chaine et

I’ammoniac.

L’action des enzymes utilisées lors de ces réactions, tels plasmine, lipases,
chymosine et peptidases, est entierement dépendante de plusieurs parameétres durant
I’affinage, soit la température, le pH, I’activité de I’eau, I’aération et la composition
de ’'atmosphéere. La fermentation du lactose et la lipolyse sont trés importantes pour

le développement des saveurs, grice aux acides et métabolites produits, et la
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protéolyse est trés importante pour la saveur, mais primordiale du point de vue
textural, considérant entre autres ’hydrolyse des caséines qui est A I’origine de

I’assouplissement de la pite fromagere.

9.4 Analyses fromageéres

Plusieurs caractéristiques doivent donc étre vérifiées au cours de I’affinage, afin de
suivre I’évolution du fromage. Entre autres, des tests de pourcentages d’azote
dissous, de maticres grasses, de glucides et acides organiques, de sel, d’humidité et
des tests de texture sont souvent réalisés afin de vérifier la qualité des fromages
produits. La fagon appropriée de vérifier le taux de sel dans le fromage est de
comparer le taux de sel/humidité, puisque le sel se dissout dans I’eau présente entre
les amas de caséines de la pate fromagere, soit dans I’humidité du fromage. Le taux
de sel est d’ailleurs un point important a surveiller lors de production fromagere,
considérant qu’il s’agit du facteur majeur influencant la croissance microbienne et

les qualités organoleptiques (Cogan et Beresford, 2002).

~

Le pH du fromage est également un facteur d’importance 2 surveiller pour les
qualités recherchées au goiit. Le pH final du caillé dépend largement de sa capacité
tampon, qui elle-méme dépend de son humidité. Des fromages a I’humidité élevée
possedent généralement une capacité tampon faible et donc, un pH plus bas. La
capacité tampon des fromages est probablement influencée principalement par les
sels solubles qu’on y retrouve, entre autres le phosphate et le citrate (Cogan et

Beresford, 2002).

10. Projet

10.1. Problématique

N

Un des problemes qui peut étre retrouvé lors de I’ajout de probiotiques 2 une

matrice alimentaire est le faible taux de viabilité de la flore bactérienne au cours de
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la fabrication ou de I’entreposage de I’aliment. Dans le cadre de notre recherche,
Paliment a I’étude est le fromage cheddar frais. Certaines équipes de recherche ont
démontré que les probiotiques ne résistent pas bien aux périodes de conservation du
produit, dii & P’action des ferments lactiques, la salinité, I’acidité et la présence
d’oxygene dans le fromage. Ceci variait selon les souches. Une compagnie qui se
contenterait d’une allégation santé non reliée a la souche (CFIA, 2009) n’aurait qu’a
sélectionner une souche qui est stable dans les conditions particulieres de
fabrication et d’entreposage du fromage qu’elle produit. Toutefois, une entreprise
qui désire utiliser une souche précise, en raison de la disponibilité de données
cliniques envers un effet santé défini, pourrait étre confrontée a des pertes de
viabilité. Dans ce cas, des adaptations technologiques visant  rectifier le probleme

doivent étre explorées.

De plus, le procédé de fabrication du fromage fait en sorte que les bactéries
inoculées ne se retrouvent pas entierement dans le fromage. En fait, une fraction
non négligeable des bactéries est perdue dans le lactosérum tout au long de la
fabrication. I faut donc trouver les conditions qui font en sorte qu’une proportion

€levée des probiotiques inoculés soit retenue dans la matrice fromagere.

Quatre avenues technologiques ont été explorées au cours de cette étude pour
accroitre la rétention et la stabilité des probiotiques dans le cheddar :
I’encapsulation, le moment d’inoculation, le taux d’inoculation et le pressage

combiné i un emballage sous vide.

Bien que les enzymes microencapsulées soient parfois perdues dans le lactosérum
en proportion non négligeable (16%) lors de la fabrication de fromage (Braun et
Olson, 1986), ceite technologie accroit néanmoins de fagon importante la rétention
des enzymes de maturation accélérée dans le fromage (Kailasapathy et al., 2006).
Ceci laisse croire que la microencapsulation pourrait accroitre la rétention des
bactéries dans le caillé, mais aucune donnée n’est disponible pour les probiotiques.

De plus, la microencapsulation présente un deuxieme avantage qui pourrait étre trés
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important dans le milieu industriel. Elle pourrait aider a créer une barriére pour
protéger les microorganismes anaérobies stricts de 1’oxygene lorsqu’ils sont
introduits dans des aliments gardés en atmosphére ambiante. La problématique de
I'ajout de bactéries anaérobies strictes aux aliments pourrait se présenter
éventuellement, puisque de nos jours, les études cliniques sont menées dans le but
de dénicher les souches présentant le plus d’avantages sur la santé. Les producteurs
d’aliments nutraceutiques se fient a ces recherches pour développer leurs produits
(Champagne et Kailasapathy, 2008). 11 est trés probable que I’on découvre des
facultés probiotiques importantes chez certaines souches bactériennes anaérobies
strictes. La méthode de microencapsulation que nous aurons développée pourrait
alors €tre utilisée, afin de permettre une meilleure survie des bactéries pour leur

utilisation en production alimentaire.

Deuxiemement, une autre avenue & considérer lors de I’ajout de probiotiques 2 du
fromage est le moment d’addition. En effet, ce facteur peut avoir une influence sur
la survie des probiotiques en réduisant par exemple leur contact avec I’acidité du
milieu ou I'oxygéne introduit dans le lait lors du brassage. De plus, le moment
d’addition pourrait avoir une influence sur la rétention des probiotiques dans la
matrice fromagere, puisque les bactéries inoculées ont tendance a étre perdues dans
le lactosérum tout au long de la fabrication du fromage. Inoculer les probiotiques

apres I’étape du soutirage pourrait donc étre bénéfique pour améliorer la rétention.

Troisiemement, la densité bactérienne affecte la survie des probiotiques lors de la
lyophilisation (Kilara er al., 1976). On ne sait toutefois pas si la densité inoculée
lors de la fabrication fromagere affecte la stabilité subséquente des cultures lors de

I’entreposage.

Finalement, le cheddar peut étre mis en marché sous forme de grains placés dans
des sacs ou en bloc pressé et emballé sous vide. Aucune donnée comparative n’est
disponible sur la différence entre ces deux méthodes de fabrication et d’emballage

en lien avec la viabilité des probiotiques.
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10.2. Hypothéses

Nous posons les hypotheses suivantes :

1-

Les probiotiques varient quant a leur sensibilité & I’oxygeéne et il sera possible
de trouver une culture affectée par I’oxygene lors de la fabrication de fromage.
L’ajout de ferments et le salage affecteront la viabilité des probiotiques.
L’inoculation de cellules libres lors de la cheddarisation ou du salage accroitra
la rétention des probiotiques dans le fromage en comparaison a une inoculation
dans le lait avant ’emprésurage.

L’encapsulation augmentera la rétention et la stabilité des probiotiques dans le
fromage.

Pour une culture probiotique sensible a4 I’oxygéne, I’inoculation lors de Ila
cheddarisation ou du salage augmentera la survie lors de la fabrication du
fromage.

Le pressage et I’emballage sous vide augmenteront la stabilité d’une culture
probiotique sensible a ’oxygene lors de I’entreposage du fromage.

Une augmentation du taux d’inoculation augmentera la stabilité des
probiotiques lors de I’entreposage.

L’ajout de cultures probiotiques, et particulierement celles qui sont encapsulées,
pourrait affecter les propriétés physico-chimiques et sensorielles du fromage.

La procédure de fabrication en laboratoire (mini-fromagerie en 2 L) permet de

prédire les résultats a I'échelle 200 L.

10.3. Objectifs du projet

2-

Développer un protocole pour fabrication de fromage en miniature pour les
essais préliminaires.

Développer une méthode pour déterminer, parmi des souches de probiotiques
sélectionnées, la souche la plus sensible a I’oxygene. Pour ce faire, il faudra

réaliser des fabrications de fromage sans ferments ni sel, afin d’associer une
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mortalité éventuelle a la seule cause de I’oxygene. Il faudra également que la
fabrication et I’entreposage du fromage se passent en environnement réduit en
oxygene, afin de comparer les viabilités obtenues pour le probiotique dans des
matrices fromageres produites en aérobie et en microaérobie.

Mesurer la résistance de la souche sélectionnée lors de fabrication fromagere,
afin de s’assurer qu’elle résiste bien a la compétitivité avec les ferments
lactiques et qu’elle résiste a I’acidité et au sel.

Tester une technique de microencapsulation destinée a protéger les cellules de
I’oxygene, ce qui devrait permettre une meilleure viabilité dans le fromage au
cours de la fabrication et de I’entreposage.

Produire en grande quantité un lyophilisat de la souche bactérienne choisie, sous
forme libre et sous forme encapsulée.

Essais de fabrications fromageres en usine en comparant la survie de la souche
bactérienne sous forme libre et encapsulée et ajoutée 2 différents moments lors
de la fabrication, soit dans le lait de départ, 2 la cheddarisation et au salage.
Prélevements a différents moments au cours de I’entreposage du fromage et
tests sensoriels et biochimiques, afin de déterminer les différences entre les
fromages inoculés aux bactéries libres ou encapsulées et selon le moment
d’addition.

Vérifier I’effet de I'inoculation sur la rétention et la viabilité du probiotique.
Evaluer I’effet du pressage et de I’emballage sous vide sur la viabilité du

probiotique.

10.4. Moyens pour atteindre les objectifs

Dans cette étude, nous nous proposions d’étudier des stratégies technologiques qui

pourraient permettre d’améliorer la viabilité des probiotiques dans le fromage

cheddar et augmenter le taux de bactéries qui coloniseront 'intestin lors de

I’ingestion du produit. Nous voulions développer une technique qui permettrait

d’augmenter I’efficacité des technologies disponibles a ce jour et serait simple et

applicable pour I’industrie alimentaire.
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I fallait tout d’abord prodécer a des tests préliminaires de fabrication de fromage en
miniature, afin de vérifier les procédés et les hypothéses dans des conditions plus
simples et moins dispendieuses. Une méthode a été développée selon le protocole
de Morin, Pouliot et Britten (2008). Une souche probiotique a été sélectionnée suite
a la démonstration de sa sensibilité dans les conditions fromageres, soit
Bifidobacterium longum 15708. Cette souche bactérienne a donc été lyophilisée
pour utilisation dans les autres essais de fabrication de fromage, afin de recréer le
plus possible les conditions retrouvées en industrie alimentaire. Le protocole de
Iyophilisation utilisé a été tiré d’un protocole déja développé pour la lyophilisation
de bactéries lactiques (Champagne ef al., 1992). Tous les calculs qui ont permis de
mesurer la viabilité et rétention de la souche probiotique au cours des différentes
étapes de fabrication de fromage, de méme que la résistance de la souche a ces
conditions ont ét€ faits a partir de dénombrements sur milieu gélosé sélectif, dont

les détails sont présentés au chapitre suivant.

Pour I’atteinte des objectifs de I’étude, quatre technologies ont été testées. D’abord,
une technique de microencapsulation par spray-coating avec un polymeére de gras a
€té développée selon le protocole de Durand et Panes (2003). Cette stratégie avait
pour but de démontrer qu’une souche probiotique sensible microencapsulée pouvait
présenter une meilleure viabilité lors de I’ajout dans le fromage cheddar frais que
des cellules libres. Il était également attendu que la microencapsulation des
probiotiques permettrait d’obtenir une meilleure rétention dans la matrice
fromagere, ce qui a été testé en réalisant des calculs selon les volumes et les
concentrations bactériennes retrouvés pour les différents produits et étapes de la

fabrication fromagére.

De plus, trois moments d’addition ont été testés pour 1’ajout des probiotiques au
cours de la fabrication de fromage : dans le lait peu apres I’ajout des ferments, sur le
caillé juste avant la cheddarisation et sur les grains juste aprés le salage. Pour ce
faire, différentes fabrications fromageres ont dii étre faites afin de modifier le

moment d’addition des probiotiques et tester les viabilités obtenues pour chaque
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moment d’addition testé. Le taux d’inoculation a également été testé de la méme
manigre, soit en procédant a plusieurs fabrications fromaggres et en comparant les

concentrations de bactéries viables retrouvées pour chaque taux testé.

La derniere stratégie technologique testée a été de comparer les méthodes
d’entreposage des fromages pour déterminer la procédure la plus avantageuse pour
permettre une meilleure survie des probiotiques. Les fromages ont donc été
entreposés sous forme de bloc pressé dans un emballage sous vide et sous forme de
grains dans des sacs scellés sous atmosphére ambiante. Dans le but de comparer ces
2 techniques de conservation sur la survie des probiotiques, le produit final de
chaque fabrication de fromage a toujours été séparé en deux pour entreposer le
fromage des deux fagons et les dénombrements sur milieux gélosés ont également

été faits sur les deux conditions.

Des tests préliminaires ont également été faits pour dénicher un milieu de culture
gélosé qui permettrait la croissance de la souche probiotique sélectionnée et
inhiberait les ferments lactiques et autres microorganismes retrouvés dans le

fromage. Les résultats de ces essais sont disponibles au chapitre 2.
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1. Choix d’un milieu sélectif aux bifidobactéries

1.1 Essai de croissance

Afin de différencier les ferments des bifidobactéries lors de fabrications fromageres,
il était de premiere importance de trouver un milieu sélectif, puisqu’il s’agit d’une
fagon simple et économique de faire des décomptes bactériens. Différents milieux
réputés pour inhiber les ferments lactiques, mais néanmoins permettre la croissance

de Bifidobacterium longum ont été testés (Tableau 1).

Tout d’abord, des milieux gélosés ont été sélectionnés aprés des recherches dans la
littérature scientifique, selon la probabilité qu’ils permettent la croissance de
bifidobactéries, mais inhibent celles de bactéries lactiques. Ces milieux ont été
reproduits au laboratoire et un essai de sélectivité a été fait. En fait, il s’agissait de
la premiére étape de I’essai, soit de vérifier si des cultures liquides des ferments
lactiques (les mémes ferments que ceux utilisés pour les fabrications fromageres) et
de Bifidobacterium longum 15708 poussaient sur les géloses sélectionnées. Des
précultures de ferments lactiques en milieu de lait en poudre 12% (P/V) et de
B. longum 15708 en bouillon MRS ont été faites et dénombrées sur chacun des

milieux.

Les résultats montrent que plusieurs conditions (température d’incubation,
composition du milieu) permettaient la croissance sélective ou différentielle sur
gélose des ferments lactiques et de B. longum lorsqu’ils sont sous forme de
précultures (Tableau 1). En général, les comportements étaient en lien avec les
résultats attendus selon la revue de littérature, mais certains étaient atypiques. Il y a
un grand effet de souche dans le comportement des bactéries lactiques sur milieux
différentiels et sélectifs (Darukaradhya er al., 2006; Dave et Shah, 1996). Ces
résultats montrent le bien-fondé des essais préliminaires destinés A déterminer les

conditions appropriées pour nos propres cultures.
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Tableau 1: Milieux testés et résultats obtenus pour I’essai sur la croissance de B. longum 15708 et

de ferments lactiques

Incubation en Hypothéses Résultats
Milieux anaérobiose (croissance) (croissance) Source
Température | Temps Ferments | B. longum | Ferments B. longum
MRS pH 5,2 37°C 48 h - - Non Oui -
MRS pH 5,2 45°C 48 h - - Oui Non -
MRS pH non ajusté 42°C 48 h - - Oui Oui -
Oui
MRS-Ox-Bile 0,3% 37°C 48 h Non Oui Non (colonics T
rds petites) Bibiloni et
MRS-Ox-Bile 02% | 37°C 48h Non Oui Non Oui al., 2001
MRS-Ox-Bile 0,1% 37°C 48 h Non Oui Non Oui
Harbec,
. . . . 2010;
0 Oui Oui Oui Oui RN
MRS-X-Gal 3rc 48h (blanches) (bleues) (blanches) | (blanches) (I)bgtm:]:;:,
2000.
Rogosa 37°C 72 h Non Oui Oui Oui IZ;)g(isgaSelt
Milieu LP 40°C 48h Non Oui Non Oui Lapierre, ef
al., 1992
RAF pll non ajusté 37°C 48 h Non Oui Non Oui Roy et al.,
RAF 5,1 37°C 48 h Non Oui Non Oui 1997

1.2 Essai de sélectivité en bouillon

Une autre série d’essais a été réalisée afin de tester la sélectivité des milieux qui ont

donné les résultats attendus lors des tests de croissance sur gélose. Pour ce faire, des

précultures de ferments lactiques et de B. longum 15708 ont été préparées comme

dans I’essai précédent. Les cultures ont ét€ mélangées a un taux de 50/50 (V/V) et

étalées sur les mileux. Les mileux sélectionnés pour cet essai étaient :

O 0O O 0 0 O

MRS pH 5,2 incubé en anaérobie a 37°C
MRS-Ox-Bile 0,2% incubé en anaérobie a 37°C
MRS-Ox-Bile 0,1% incubé en anaérobie a 37°C
LP incubé en anaérobie a 40°C (aussi essayé en anaérobie 2 37°C)
RAF pH non ajusté incubé en anaérobie a 37°C
RAF pH 5,1 incubé en anaérobie a 37°C

Le but de cet essai était de pouvoir retrouver un compte bactérien de B. longum

équivalent a la culture pure, ce qui signifierait que les ferments lactiques ont bien

€té€ inhibés et que leur présence n’a pas nui a la croissance de B. longum sur le

milieu. De plus, ces essais permettent de vérifier si la présence de bactéries qui ne
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génerent pas de colonies affecte néanmoins le nombre de colonies de la culture qui

s’y développe.

Tableau 2: Milieux testés et résultats obtenus pour I’essai de sélectivité en bouillon d’un mélange
de B. longum 15708 et de ferments lactiques

. i Résultats
Mlcroorga- Milieux a tester [ncubation (log Commentaires
nisme Condition Température | UFC/mL)
M17 Aérobie 30°C 8,6 -
MRS-Ox-Bile 0,1% 37°C <l -
MRS-Ox-Bile 0,2% 37°C <l -
Ferments MRS pH 5,2 37°C <l e ;l(t):lgz]linctslsculcs
Milieu LP 40°C <l -
Milieu LP 37°C <| -
RAF pH non ajusté 37°C 2,9 Colonies tres petites
RAF pH 5,1 37°C <l -
B. longum15708 MRS Anaérobie 37°C 9,3 -
MRS-Ox-Bile 0,1% 37°C 8,9 Colonies petites
MRS-Ox-Bile 0,2% 37°C g | Beaucoup de peites
colonies blanches
Mélange de MRS pH 5,2 37°C 9,0 Colonies petites
ferments et B. Milieu LP 40°C 9,0 -
longum 15708 Milieu LP 37°C 9.0 3
RAF pH non ajusté 37°C 9,0 -
RAF pH 5,1 37°C 9,0 -

Les résultats de ces essais révelent que :

® Les milieux permettent généralement de bons comptes de B. longum 15708,

mais les colonies ne sont pas bien définies sur tous les milieux. Ceci rend les

N

décomptes plus fastidieux et moins précis, et nous a incités A éliminer les

milieux 2 la bile et MRS pH 5,2.

® Les décomptes sur milieu LP révelent que les concentrations de B. longum

15708 retrouvées a incubation de 40°C et 37°C ne sont pas statistiquement

différentes (P> 0,05). Ce milieu sera dorénavant incubé a 37°C, dans

I’incubateur anaérobie.
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® Le milieu RAF a permis la croissance de colonies de ferments lorsque le pH
n’était pas ajusté; le milieu n’est donc sélectif pour les bifidobactéries qu’a pH
5,1

® Les milieux LP et RAF 5,1 sont trés efficaces pour la sélection de B. longum
15708, puisque les concentrations bactériennes obtenues sont presque égales au

témoin sur milieu MRS.

1.3 Essai de sélectivité lors de fabrication en mini-
fromagerie

Un nouvel essai a été fait pour déterminer si les milieux RAF a pH 5,1 et LP sont
toujours sélectifs lors de décomptes bactériens dans le cadre d’une fabrication
fromaggre. Pour ce faire, 2 fabrications en mini-fromagerie ont été faites, avec ajout
de B. longum 15708 dans le lait au départ (inoculation 2 1%) et juste avant la
cheddarisation (inoculation a 10%) (se référer au protocole décrit au chapitre 3 pour

plus de détails).

Les décomptes sur Pétris ont été réalisés sur milieu M17 incubé en aérobie & 30°C,
puisque ce milieu permet la croissance des ferments lactiques, mais pas celle de
B. longum 15708, sur LP incubé en anaérobie & 37°C et sur RAF 5,1 incubé en

anaérobie a 37°C. Les décomptes sur LP et RAF pourront ainsi &tre comparés.

Une gélose de compte total, PCA (plate count agar) a également été utilisée pour
avoir un apercu de la concentration bactérienne totale dans le lait au départ, avant

I’inoculation avec les ferments.
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Tableau 3: Décomptes obtenus sur les différents milieux pour les essais de fabrication en
mini-fromagerie

Moyenne des UFC pour P’échantillon (log
3 UFC/g ou log UFC/mL)
Echantillon Milieu testé ] ] Essai pour ajout de B.
Essai pour ajout de B. . )
longum dans le lait UL avant .
cheddarisation
Inoculum des M17 8.6 8.6
ferments
PCA 3,1 3,0
Lait au départ LP 1,5 1,3
RAF 5,1 <1,0 1,8
Lait avant la MI7 7.2 Lz
coagulation LP e =0
RAF 5,1 6,9 <5,0
MI17 7,6 7,6
Coagulum LP 6,9 <5,0
RAF 5,1 6,9 <50
Mi7 7,4 7,5
Lactosérum LP 6,3 7,5
RAF 5,1 6,5 7.4
MI17 8,2 -
Caillé non salé LP 7,5 -
RAF 5,1 7,3 -
M17 8,3 7,5
Caillé salé LP 7.3 7.3
RAF 5,1 7.5 7,5
M17 8,0 7,8
Caillé jour 1 LP 6,5 6,6
RAF 5,1 5,7 6,9
M17 7,8 7.4
Caillé jour 3 LP 4,9 5,1
RAF 5,1 5,0 6,0
M17 7.8 7,6
Caillé jour 7 LP 5,0 4,7
RAF 5,1 4,7 4,8
M17 7,1 6,7
Caillé jour 14 LP 4,6 <3,0
RAF 5,1 4,4 39
Mi17 6,9 6,6
Caillé jour 21 LP 4,5 2,7
RAF 5,1 4,3 3,4
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Une coloration de Gram et I’observation microscopique ont également été faites,

afin de s’assurer que les colonies retrouvées sur les milieux ont bien la morphologie

de bifidobactéries. Les pourcentages présentés dans le tableau 3 ont été tirés des

moyennes en pourcentages des colonies dont la coloration de Gram et la

morphologie concordent avec les résultats attendus pour des bifidobactéries. Pour

chaque milieu dont la dilution permettait de retrouver entre 20 et 200 colonies, un

total de 10 colonies étaient testées en choisissant tous les types de colonies

retrouvés sur le milieu. Un ratio a donc pu étre fait en considérant les colonies dont

la morphologie était typique au microscope et la quantité dénombrée sur Pétri.

Tableau 4: Observations microscopiques des colonies sur milieux LP et RAF aprés 7 jours

d’entreposage

Pourcentage

) Milieu Dilu- Pourcentage probable de
Echantillon . tion Apparence des colonies retrouvé dans | Bifidobacterium
testé pp
) testée I’échantillon dans
I’échantillon
CoccobaCI!les Gram +en 75%
palissades
10° Bacilles Gram + en palissades 6%
Coques Gram + miniatures 13%
LP Coques Gram + en chaines et 6% 91%
Fromage C 5 ?ﬁmeé :
avec ajout o’ occo ac;‘ esd ram + en 50%
dans le lait ! patissaces
Bacilles Gram + en palissades 50%
Coccobale!les Gram + en 70%
RAF \ palissades
51 10 Coccobacilles Gram + en chaines 10% 80%
’ courtes
Coques Gram + miniatures 20%
Coccobam!]es Gram +en 0%
palissades
Lp 10° Coccobacilles Gram + en chaines 10% 0%
Fromage et en grappes ? v
avec ajout 2 Coques Gram + miniatures 10%
la Coques Gram + en grappes 10%
cheddarisa- 104 Bacilles Gram + en palissades 66%
tion RAF Coques Gram + miniatures 33%
Coccobacilles Gram + en chaines 58%
5,1 5 50%
10 courtes
Coques Gram + miniatures 50%
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En conclusion, on observe des dénombrements trés semblables pour les milieux LP
et RAF 5,1. Les tests de Gram et I’observation microscopique ont permis
d’observer que sur les 2 milieux, il y a possibilité de croissance de quelques
contaminants (coques Gram +). Cependant, les contaminants ne réussissent pas 2
pousser rapidement sur les géloses, ni en grand nombre, et sont plutét faciles
reconnaitre en comparaison avec les colonies de Bifidobacterium (elles sont
beaucoup plus petites et plus rondes). Le milieu RAF semble permettre une
croissance plus rapide et plus importante des contaminants. De plus, les colonies de

bifidobactéries sont plus grosses et mieux définies sur le milieu LP. De ce fait, le

milieu LP semble plus approprié pour utilisation lors des essais subséquents.

1.4 Essai de sélectivité lors de fabrication fromagere

Lors des premiers essais de fabrication de fromage en usine pilote, des décomptes
sur milieu LP ont été faits a partir des fromages témoins, c’est-a-dire non inoculés
aux probiotiques, afin de démontrer la sélectivité de ce milieu pour la culture des

bifidobactéries.

Lors des analyses préliminaires, il avait été conclu que le milieu LP ne présentait
pas une efficacité de 100%, puisque certaines colonies retrouvées lors de la
fabrication de fromage en mini-fromagerie réussissaient a pousser. Le milieu a
quand méme ét€ choisi, puisque les décomptes de ces contaminants ne modifiaient
pas les hauts comptes bactériens obtenus pour les bifidobactéries. Les nouveaux
tests de décomptes réalisés ont su reproduire ces résultats préalablement obtenus.
En effet, au jour de la production, le fromage témoin final présentait des
concentrations d’environ 581 UFC/g, ce qui est négligeable en considérant les
valeurs obtenues pour les fromages inoculés de probiotiques qui présentaient des
concentrations d’environ 1 x 10° UFC/g. Le milieu LP sera donc utilisé pour les
décomptes de B. longum 15708 dans les fabrications fromageres, sans craindre que

les résultats ne soient faussés.
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2. Résultats de la recherche

Les différents protocoles et résultats obtenus pour I’atteinte de chacun des objectifs
de la recherche sont décrits dans les chapitres 3 et 4, soit les deux articles qui ont
été rédigés pour publication. Le chapitre 3 traite des essais de fabrication de
fromage en miniature pour déterminer le choix de la souche probiotique et explorer
des effets du taux d’inoculation ainsi que de deux moments d’inoculation. Cette
étude visait a établir certaines conditions pour les essais subséquents en fromagerie
de format industriel. Cet article a été¢ publié dans la revue International Dairy

Journal en février 2011 (Fortin et al., 201 1a).

Le chapitre 4 traite des résultats obtenus lors de la fabrication fromagere avec la
souche probiotique B. longum 15708 ajoutée dans le fromage sous forme libre et
encapsulée a trois différents moments durant la production. Cet article a été publié

dans la revue Dairy Science & Technology en aofit 2011 (Fortin et al., 201 1b).




Chapitre 3

Article 1
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1. Contribution des auteurs

J'ai développé certains des protocoles avec I'aide d’assistants de recherche, jai
réalisé les expérimentations, compilé et analysé les résultats, préparé les tableaux de
présentation des résultats, effectué certaines analyses statistiques, effectué une
revue de littérature et rédigé I’article scientifique en anglais. Dr Champagne est
mon codirecteur de recherches. Il a participé a I’élaboration du projet, au
développement des hypotheses et des protocoles griice i son expertise sur I’ajout de
bactéries probiotiques et de ferments lactiques dans les aliments et a participé
activement 2 la rédaction de Iarticle et Ianalyse des résultats. Dr St-Gelais a
contribué au développement des protocoles et a ’analyse des résultats grice a son
expertise en fromagerie et a participé activement aux discussions concernant le
projet et a la correction de I’article. Dr Britten est coordonnateur du projet a
Agriculture et Agroalimentaire Canada et a participé aux discussions concernant le
projet, & la correction de I’article et a I’élaboration des protocoles par son expertise
dans le domaine de la transformation laitiere. Dr Fustier est membre de I’équipe et a
contribué au projet en participant aux discussions et en corrigeant ’article. Dr
Lacroix est ma directrice de recherche et la coordonnatrice du projet. Elle a
supervisé I’élaboration des protocoles et les discussions scientifiques entourant ce

projet et elle a révisé le manuscrit.

2. Résumés

2.1 Résumeé en francgais

L’effet de I'apport en oxygéne, du moment d’inoculation des probiotiques,
de I’ajout des ferments et du salage a été étudié sur la viabilité de cing souches de
bactéries probiotiques dans le lactosérum et le caillé obtenus lors de simulation de
fabrication de fromage cheddar. Les souches de probiotiques testées croissaient

durant la fermentation et une souche (Bifidobacterium longum 15708) a été trouvée
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sensible 4 P'oxygéne dans ces conditions. Entre 29 et 92% des bactéries
probiotiques se retrouvaient dans le caillé et la distribution des cellules entre le
caillé et le lactosérum se trouvait influencée par la souche, le moment d’inoculation
et le salage. L’inoculation des probiotiques dans le lait avant emprésurage résultait
en la perte de pres de la moitié des cellules dans le lactosérum, en comparaison avec
inoculation des cellules juste avant la cheddarisation. L’inoculation des
probiotiques dans le lait a amélioré leur stabilité d’environ 1 log sur une période
d’entreposage de 20 jours. Le salage a quant a lui entrainé la perte des cellules
probiotiques dans le lactosérum en proportion d’environ 13% durant la fabrication
de fromage et la diminution de viabilité de B. longum de 3 log ufc-g ' apres 3 jours

d’entreposage.

2.2. Abstract

The effect of oxygen level, time of inoculation of probiotics, starter addition
and salting on viable counts of five probiotic bacteria in curds and whey was
examined in simulated Cheddar manufacture. Probiotic bacteria grew little during
fermentation, and one strain (Bifidobacterium longum 15708) was oxygen-sensitive.
Between 29 and 92% of probiotic bacteria were found in curds, and cell distribution
between curds and whey was influenced by strain, time of inoculation and salting.
Inoculation of probiotics in milk before renneting resulted in almost half the cell
losses in whey compared with addition just before cheddaring. Inoculation of
probiotics in milk improved their subsequent stability by about 1 log over a 20-day
storage period. Salting resulted in approximately 13% loss of cells in whey during
processing and in a 3 log cfu-g' greater viability loss of B. longum after 3 days of

storage.
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3. introduction

There is a growing market for foods containing probiotic bacteria, and sales
have increased from 7 to 32% each year as a function of products and geographical
regions (Heller, 2009; Ohr, 2006). In fact, many consumers prefer probiotic-
enriched foods, rather than pills and supplements (Bruhn et al., 2002).

Cheese seems to be a good substrate for the development of new probiotic
foods, and particularly fresh cheeses (Starling, 2009). This is partially due to the
ability of cheese to improve the survival of probiotic bacteria under gastrointestinal
conditions (Kailasapathy, 2002; Saxelin, Korpela & Mayra-Makinen, 2003).
Cheddar cheese was selected for this study because of the high popularity of this
product. Indeed, Cheddar represents 40% of the total Canadian cheese production
market (Statistiques Canada, 2007), and is considered the major type of hard cheese

produced worldwide (Donaghy, Totton, & Rowe, 2004).

There are many challenges associated with the addition of probiotics in
cheese manufacture. An important one is maintaining the sensory characteristics of
the cheese (Bruhn et al., 2002). Another challenge is the survival of bacteria in the
cheese matrix during the production and ripening periods. There is no recognized
colony forming unit (cfu) level of probiotic bacteria in foods that would guarantee
biological activity (Reid, 2008), but it is increasingly recommended to have 10°
viable cells per portion (Donnet-Hughes, Rochat, Serrant, Aeschlimann & Schiffrin,
1999; CFIA, 2009). Competing starter cultures, salinity and acidity of the matrix are
stressful conditions for many probiotics, which can result in viability losses during
manufacture and storage (Dinakar & Mistry, 1994; Gomes, Malcata, Klaver &
Grande, 1995). Nevertheless, probiotic bacteria have been successfully added to
cottage cheese (O’Riordan & Fitzgerald, 1998), Kasar cheese (Ozer, Uzun &
Kirmaci, 2008), Canestrato Pugliese cheese (Corbo, Albenzio, De Angelis, Sevi &
Gobetti, 2001), Gouda (Gomes et al., 1995), goat milk cheese (Gomes & Malcata,
1998), Argentinean cheese (Bergamini, Hynes, Quiberoni, Sudrez & Zalazar, 2005),
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and Cheddar (Gardiner et al., 2002; Lynch, McSweeney, Fox, Cogan & Drinan,
1996; Ong, Henriksson & Shah, 2007). However, there are numerous instances
where significant viability losses occur during Cheddar manufacture and storage
(Darukaradhya, Phillips & Kailasapathy, 2006; Gardiner, Ross, Collins, Fitzgerald
& Stanton, 1998; Lynch et al., 1996; McBreaty et al., 2001; Ong et al., 2007; Sharp,
McMahon & Broadbent, 2008). The major reason for these discrepancies appears to
be the probiotic strain. Therefore the effect of strain is of primary importance in
evaluating the effect of the cheesemaking process on probiotic viability, and this is

why strain evaluation was incorporated in this study.

In the past, manufacturers would simply select a strain that survived
processing and storage conditions. Today, this is not always possible, because
strains might specifically be selected due to a demonstrated clinical effect. In such
instances, manufacturers must find ways to adapt processes to deal with conditions
found to be stressful to the designated probiotic culture (Champagne, Gardner &
Roy, 2005). Many probiotic bacteria are oxygen-sensitive (Talwalkar &
Kailasapathy, 2004) and, in this study, it was decided to target this particular
liability. Two processing parameters were selected with the aim of influencing
exposure of the strains to oxygen: time of addition during production and
adjustment of the dissolved oxygen (DO) level in milk. There are no data in the
literature on the effect of milk DO adjustments during Cheddar manufacture on

probiotic bacteria viable counts.

With respect to the time of addition in the process, it was our hypothesis that
adding oxygen-sensitive probiotics later in the process would be helpful to obtain a
higher survival level of the probiotic organism in cheese. The vast majority of
studies on probiotic cheeses were done with probiotic cultures added to milk before
renneting (Bergamini et al., 2005; Corbo et al., 2001; Darukaradhya et al., 2006;
Gardiner et al.,, 1998; Gomes & Malcata, 1998; Gomes et al., 1995; Kasimoglu,
Gonciioglu & Akgiin, 2004; Lynch et al., 1996; Ong et al., 2007; O’Riordan &
Fitzgerald, 1998; Ozer et al., 2008; Sharp et al., 2008). The only studies having a
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procedure which differed from this time of inoculation were carried out at milling
(Dinakar & Mistry, 1994) or into drained curds (Songisepp et al., 2004). There are
no data on the effect of probiotic inoculation after whey drainage and just prior to

cheddaring.

Some types of cheese are currently produced with little or no lactic acid
bacteria culture. Examples include Queso Blanco, Queso Fresco, Italian fresh
cheese, and Halloumi. It is well recognized that probiotic bacteria do not compete
well with starter cultures (Champagne et al, 2005). Cheddar is typically
manufactured with lactococcal starters, but no data are available on the effect of
starter addition on the development of probiotic bacteria in this specific
manufacturing process. The aim of this study was therefore to evaluate the effect of
four processing parameters of Cheddar cheese manufacture on viability of various
probiotic cultures: starter addition, time of addition of the probiotic culture,

dissolved oxygen level and salting.

4. Materials and methods

4.1 Cultures

Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium longum RO175 were
obtained from Institut Rosell-Lallemand Inc. (Montréal, Qc, Canada) and
Bifidobacterium lactis BB-12 from Chr. Hansen Ltd. (Barrie, ON, Canada). These
three strains were selected because they are commercially available cultures having
documented health benefits (Salminen & Isolauri, 2009; Jandu, Zeng, Johnson-
Henry & Sherman, 2009; Wagar, Champagne, Buckley, Raymond & Green-
Johnson, 2009). The other cultures were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA): B. longum ATCC 15708 and
Bifidobacterium infantis ATCC 15697. They were selected to widen the range of
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bifidobacteria strains, which are reputed to be sensitive to oxygen (Bolduc,

Raymond, Fustier, Champagne & Vuillemard, 2006).

Stock cultures were obtained by mixing MRS-grown (Difco; Detroit MI,
USA) cell suspensions with sterile BHI media (Difco) containing 15% (w/v) of
glycerol (Sigma; St-Louis, MO, USA) in a 1:5 ratio, adding 1 mL of the cell
suspension in Cryovials (Nalgene; Rochester, NY, USA) and freezing at -80°C.

Fresh liquid inocula of probiotic bacteria for the assays without starter were
prepared by adding 1 mL of a thawed stock culture to 100 mL MRS-AC medium
and incubating at 37°C until a pH of 4.5 was reached. The MRS-AC medium was
prepared by adding 1 mL of a filter-sterilized solution of 10% (w/v) ascorbic acid
(Bioshop Canada Inc.; Burlington, ON, Canada) and 5% (w/v) L-cysteine
hydrochloride (Sigma Aldrich) to 100 mL of sterile MRS. The fermentation times
required to attain pH 4.5 and the viable counts attained varied as a function of the
strain (Table 1). The cultures were then centrifuged at 5300 x g for 20 min and
suspended in sterile peptone water 0.1% (w/v) (Becton Dickinson; Franklin Lakes,
NJ, USA), to prevent ingredients of the MRS growth medium from influencing the

growth of probiotics in milk.

A freeze-dried culture of B. longum 15708 was also prepared. First, a liquid
culture was grown in MRS-AC, centrifuged at 6000 x g for 20 min at 4°C and the
cell pellet re-suspended in one tenth of its original volume in a cryoprotective
medium composed of 20% (w/w) of skim milk powder (Agropur; Granby, Qc,
Canada) and 5%, (w/v) of sucrose to which 2% (v/v) of an ascorbic acid solution
(17.5% wiv) was added (Champagne et al., 1992). The cell suspension was poured
in metal trays and frozen at -20°C for 18 h. Trays were placed in a freeze-dryer
(FTS Systems; Stone Ridge, NY, USA) to lyophilise under the following program:
-40°C for 4 h under atmospheric pressure, 16 h at 0°C and 100 mTorr vacuum, 16 h
at 20°C and 100 mTorr vacuum, 60 h at 20°C and under 10 mTorr vacuum. The

powder obtained was then grinded and sieved (Canadian Standard Sieve Series
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from W.S. Tyler; St. Catherines, ON, Canada) to retain particles of size 150-
250 mm. This powder had a viable count of 4.80 x 10'° cfu-g’.

In assays where a starter culture was added, the lactococci were prepared by
inoculating 0.2% (w/w) of a thawed commercial culture of lactic acid bacteria
(Lactococcus lactis ssp. cremoris and L. lactis ssp. lactis H-102) from Chr. Hansen
(Milwaukee, WI, USA) into rehydrated skim milk (12%, w/w), previously sterilized
at 110°C for 10 min. The culture was incubated to 21°C for 15 h and used within

2 h after this incubation time.

4.2 Laboratory-scale Cheddar manufacturing system

The laboratory-scale procedure for Cheddar cheese curd production was
developed, following typical steps and temperature schedules used for commercial
Cheddar manufacture (Gardiner et al., 1998; Morin, Pouliot & Britten, 2008). The
assays were carried out in 2 L double-walled jars (Schott Duran; Mainz, Germany).
Adjustment of temperature during the process was ensured by circulating water in
the vessel’s outer wall. A valve was installed on the side of the jar, to enable
recovery of whey. Special helicoidally vanes were designed for stirring during
cheese production and agitation speed was controlled by air motors (Arrow

Engineering Co.; Inc, Hillside, NJ, USA).

The milk used was a commercial 3.25% fat (Lactantia Purfiltre;
Victoriaville, Qc, Canada) homogenized, pasteurized and microfiltered product.
Homogenized milk is rarely used in cheesemaking, but the low bacterial
contamination level obtained through microfiltration served the purpose of this
experimental plan. The first step consisted of the inoculation of 1% (w/v) of freeze-
dried B. longum 15708 cells and 1.55% (w/w) of the fresh starter culture in milk
adjusted to 32°C. Following 1 h of stirring, CaCl, and double-strength rennet
(Danisco; Copenhagen, Denmark) were added at levels of 0.0075% (v/v) and 0.01%

(v/v) respectively, and vanes were taken out of milk. When a proper coagulum was
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formed (approximately 30 min after rennet addition) the curd was cut by the
rotation of a cutting blade assembly designed specifically to fit into the 2 L beakers.
The curds were allowed to settle for 10 min, at which time the cooking was
initiated. Gentle stirring was carried out during cooking, in which the temperature
was initially increased to 38°C, and then decreased to 35°C over 30 min. Wheying
off was carried out when the pH reached 6.1. A simulated cheddaring step was
made by incubating the curds at 37°C and repeatedly turning the curd mat over
every 30 min, until a pH of 5.2 was reached. The cheese was cut in 0.5 cm cubes
with a specially designed apparatus and curds were separated into two sterile
containers. One half was salted at 2.25% (w/w) with iodine-free salt. Curds were
then put in small cheese moulds and pressed with equal weights of 1.4 kg overnight.
These cheeses were placed into sealed plastic bags under vacuum and incubated at
room temperature for one day. They were subsequently stored at 4°C for 20 days.
These parameters were used to simulate the commercial marketing practice of fresh
Cheddar cheese (Kosikowski & Mistry, 1997; Mahaut, Jeantet & Brulé, 2000;
Morin et al., 2008).

Throughout the productions, whey and curds were sampled at different steps
and weighed, to ascertain the masses required to calculate the distribution of the
bacteria. Temperature (Cole-Parmer; Vernon Hills, IL, USA), dissolved oxygen
concentrations (Thermo Electron Corporation, Model Orion 850Aplus; Marietta,
OH, USA), pH and titratable acidity (Radiometer A/S; Copenhagen, Denmark)
were followed. Every piece of equipment used was sanitized in 200 ppm chloride

solution.

4.3 Effect of dissolved oxygen level

To select the most oxygen-sensitive probiotic strain during cheese
production, a laboratory procedure had to be adapted to produce cheese with the
minimum of oxygen, while limiting other factors that could have an impact on

viability of bacteria, such as acidity and salinity. Thus, the addition of lactic acid
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bacteria (starter) was not carried out in this series of experiments. Coagulation of
milk was achieved only by the addition of rennet, following the adjustment of milk
to pH 6.2 with 40% (v/v) lactic acid (American Chemicals Ltd. Montréal, Qc,
Canada). Milk was first de-aerated under vacuum for one hour before use. It was
also supplemented with ascorbic acid to a final concentration of 0.1% (v/v), to
lower the dissolved oxygen level in milk, which has been shown to increase

bifidobacteria survival (Dave & Shah, 1997; Klaver, Kingma, & Weerkamp, 1993).

For these assays, five strains were tested. In addition to mild deaeration and
supplementation with ascorbic acid, the head space of the jars was continuously
flushed with gaseous nitrogen at approximately 10 kPa pressure. As pH did not
fluctuate, due to the absence of starter, time was tracked to follow the different
steps of cheese production previously described. Cheese curds were neither salted
nor pressed and were placed into hermetic sterile bottles. Bottles containing curds
from low DO production were incubated during one hour in an anaerobic
environment (85% N,/ 10% H,/ 5% CO, atmosphere) before being capped. The
bottles were then incubated at room temperature (22°C) for one day, and then stored

at 4°C.

4.4 Effect of time of inoculation of the probiotic cultures

Two inoculation times were tested in this experiment, in normal cheese
production with starters where DO was not adjusted. Three lots of lyophilised
bifidobacteria were prepared. For each assay, one lot was used and added directly in
milk or after the first whey drainage, prior to cheddaring. In the latter case, when
cells were added just prior to cheddaring, curds were delicately mixed after
inoculation. Two inoculation concentrations were also tested at this time. When
added to milk, the concentration added was 1 x 107 cfu-mL"', which represented
1.5x 10" cfu per 1.5 L of milk. However, to follow concentration rates during
normal cheese productions, when bifidobacteria were added after curd drainage, the

same quantity of cells (1.5 x 10'° cfu) was added to the curds. In a second series of
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assays aimed at testing the effect of probiotic inoculation level after curd drainage
on cell recovery in the curds, the inoculation level was ten times higher

(1.5 % 10" cfu total in the curds obtained from 1.5 L of milk).

4.5 Analyses

To ascertain viable bacteria in the freeze-dried cultures, rehydration was first
carried out by adding | g of powder in 4 mL of a rehydration medium composed of
1.5% (w/v) bactopeptone (Becton Dickinson), 1% (w/v) bactotryptone (Becton
Dickinson) and 0.5% (w/v) of meat extract (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire,
England). The suspension was homogenized using Ultra-turax-type generator
probes (OMNI TH International, Model TH-115; Marietta, GA, USA) at high speed
for 30 s. Cell suspensions were incubated at 37°C for 15 min, to help dissolution
and rehydration. A second homogenization with probe was carried out in the first
dilution’s test tube to break down chains. Serial dilutions were subsequently carried
out in 0.1% peptone water with homogenization simply carried out by vortexing the
test tube for 10 s. Cell suspensions were dispensed in Petri dishes and plated with

MRS medium.

For viable counts (cfu) in solid samples of cheese, curds were mixed with
2% (wlv) sodium citrate broth (Anachemia; Montréal, Qc, Canada) kept at 45°C
and homogenized in a Stomacher unit (Seward, model 400 Circulator; Worthing,
West Sussex, UK) at 260 rpm for 1 min (Health Canada, 1983). Liquid samples
(milk, whey) were homogenized with Omni-Tips generator probes for 30 s, and
diluted with serial 0.1% peptone water tubes. When starters were not used for curd
production, concentrations of probiotics were followed on MRS agar pH 6.5,
anaerobically incubated for 48 h at 37°C (85% N2/ 10% Ha/ 5% CO, atmosphere),
since they were expected to be the only source of lactic acid bacteria. When both
starters and probiotics were inoculated, selective media were used. Concentrations
of Lactococcus spp. were followed on M17 agar (Becton Dickinson), aerobically

incubated for 48 h at 30°C (Turcot, St-Gelais, & Turgeon, 2002) and concentrations
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of B. longum were followed on LP agar, incubated for 48 h at 37°C in an anaerobic
(85% N2/ 10% H,/ 5% CO,) atmosphere (Lapierre, Undeland, & Cox, 1992).

Cheeses were sampled on the production day as well as at days 1, 3, 7, 14
and 21 of storage. At day 7, cheeses were tested for moisture and salt concentration.
Moisture was measured by gravimetry following drying at 100°C for 24 h, and salt
was tested using a chloride-meter salt analyzer Corning (Nelson-Jameson Inc.,
Marshfield, WI, USA). All the conditions were tested at least three times in
different cheese productions. Thus, data are the average of three independent

assays.

4.6 Calculations

To evaluate the yields in cheese, total viable bacterial population and
distribution of probiotics in the cheese matrix, calculations were carried out using

bacterial counts, masses and volumes sampled during cheese productions.

Yields in cheese represent the mass (g) of cheese obtained per 100 mL of

milk. Other equations were as follows:

“Total viable population variation” when probiotics were added in milk was
calculated by: (1)

{Log ((Curds mass x CFU-g T'in curds) + (Total whey mass x CF U'g" in whey))] =
[Log ((Milk mass + starters culture mass) x CFU.g "in inoculated milk)]

“Total viable population variation” when probiotics were added after whey drainage
was calculated by: (2)

[Log ((Curds mass x CFU-g Vin curds) + (Cheddarization whey mass x CF U-g Lin whey))] -
[Log (Freeze-dried probiotic mass x CFU-g "' powder)]




105

Distribution of probiotics (% in curds) was calculated by: (3)

[Curds mass x CFU-g" in curds] x 100
[(Curds mass x CFU-g Vin curds) + (Total whey mass x CFU-g Lin whey )]

4.7 Statistical analyses

For all experiments, three independent assays were carried. This implied
different milk lots, different lots of freeze-dried cultures, different days of
production and fresh starters. Statistical analyses were carried out using InStat
(GraphPad; La Jolla, CA, USA) software. An analysis of variance (Student-
Newman-Keuls Multiple Comparisons Test) was carried out to see the effect of
strain on cell distribution in the curds as well as on inoculum lots. Unpaired t-test
were used for the analysis of the effects of the time of inoculation, starter addition,
oxygen level and salting on the viability of probiotic cultures. Unless otherwise
stated, differences between means were considered significant when P value was

lower or equal to P < 0.05.

5. Results and discussion

Since two of the parameters tested were expected to affect oxygen-sensitive
cultures (dissolved oxygen level and inoculation time), it was decided first to

evaluate the strains’ sensitivity to oxygen.

5.1 Effect of dissolved oxygen level

In assays carried out at pH 6.2 without starters, the average dissolved
oxygen (DO) level of milk obtained throughout production was 7.4 mg-L" during
the control assay and an average of 2.0 mg-L"' during the low DO production. The

low DO process had three times less DO, but still could not be considered as
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anaerobic. The low DO could, rather, be considered as microaerophilic. Complete
anaerobiosis would have offered a better glimpse of the effect of oxygen on viable
counts during a Cheddar process, but it would not have had as much industrial
applicability. Indeed, due to the many agitation and cutting steps in the process, it is
doubtful that complete anaerobiosis could be achieved industrially. Thus, although
this methodology did not completely remove oxygen, it had the advantage of being
representative of what could be achieved with gas flushing. Such an approach was

also used by Klaver et al. (1993).

Having expected cfu levels of the fresh cultures (Table 1), attempts were
made to inoculate milk at 10’ cfu-mL"'. To have independent assays, different lots
of fresh probiotic inocula were used for each treatment. This explains why the
inoculation levels between strains and treatments, which are presented in Table 2,
were not always identical. Statistical analysis revealed, however, that these

variations were too small to be significant (P > 0.05).

Table 1 : Incubation time required to prepare the various inocula and populations
obtained in the cultures. Adapting the incubation time aimed the preparation of cells
having similar physiological states.

Culture

Strain Incubation time e

needed to reach pH 4.5 CFU-mL
L. helveticus R0052 8h30 229 x 10°
B. longum RO175 ~11h°* 147 x 10°
B. lactis BB12 14h — anaerobic’ 1.19 x 10°
B. longum 15708 ~ 15h 1.74 x 10°
B. infantis 15697 14h30 3.92 x 10°

* With B.longum, there were small variations in time (+ 1.5 h) required to reach
the target pH. Therefore the time indicated is an approximate value.

® The BB-12 culture test tubes were incubated in a 85%N1/10%H,/5%CO,
atmosphere.

The first series of assays was carried out to find cultures which could be

influenced by the DO level during the starter-less Cheddar process. In these assays,
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since no starter was added, pH was adjusted to a value of 6.2 to enhance rennet
activity. Results showed that, in most cases, cfu counts in curds and whey were not
affected by the DO level (Table 2). The only probiotic strain showing a significant

difference between the low DO during cheese production and the high DO control

cheese productions was B. longum 15708 (Table 2).

Table 2: Viable probiotic counts, distribution and ratio from tests for the selection of an
oxygen sensitive strain in starter-less cheese production (Log CFU-mL "' or CFU.g")

Viable Count (log CFU-mL "' or -g"") Total population o

Strain Condition — variation (log | Distribution

Initial Milk Curds Whey CFU-mL )" (% in curds)

B. lactis Control 7.18 (0.03) 7.88 (0.01) | 6.15(0.07) -0.09 (0.03) 90 (2)
BB12 Low DO 7.18 (0.01) 7.89(0.06) | 6.09(0.13) -0.08 (0.05) 92 (1)
B. longum Control 7.30 (0.01) 8.01 (0.08) | 6.61(0.07) -0.03 (0.07) 81(2)
R0175 Low DO 7.30(0.01) 8.04 (0.02) | 6.55(0.04) -0.02 (0.02) 84 (2)
L. helveticus Control 7.08 (0.03) 7.84 (0.04) | 6.15(0.06) -0.01 (0.05) 90 (1)
R0052 Low DO 6.82 (0.2) 7.74(0.11) | 6.07(0.11) 0.14 (0.11) 89 (2)
B. longum Control 7.34 (0.03) 8.07(0.02) | 6.73(0.13) 0.02 (0.06) 78 (4)
15708 Low DO 7.23%(0.05) | 8.18%*(0.03) | 6.85(0.01) 0.23* (0.07) 79 (1)
B. infantis Control 6.90 (0.04) 7.65(0.09) | 6.16 (0.06) -0.01 (0.07) 84 (2)
15697 Low DO 6.91 (0.05) 7.68 (0.07) | 6.28 (0.09) 0.04 (0.04) 82 (1)

* Obtained using equation (1).
> Obtained using equation (3).

Results are the average of three independent assays. Values in brackets represent
standard error of the means (SEM). Unpaired t tests were done for each sample of
each strain in order to compare means of the low DO productions with their
corresponding control. The probability (P) of a significant difference between the
two values is identified with the following symbols: * represents P < 0.1, while
** represents P < 0.05. All other comparisons had P > 0.1.

When comparing the total population inoculated and the total viable counts
recovered at the end of the fermentation (curds and whey), it is possible to ascertain
growth or mortality during the 5 h process (Egs. (1) and (2)). Generally, very little
growth was noted during the process (Table 2). The greatest increase for total
population in cheeses and whey was with B. longum 15708 and was 0.23 log in
cheese for the low DO treatment (Table 2). These data are in line with those of
Klaver et al. (1993), who showed that some strains of bifidobacteria grow better in

milk with a low oxygen level. Therefore, lowering the DO level enabled more
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extensive growth of the bifidobacteria during the Cheddar cheese manufacturing
process, which suggested that this was the most oxygen-sensitive strain of the
various cultures examined. A previous study in unfermented milk had indeed found
this strain to be negatively affected by the oxygen level (Bolduc et al., 2006).
Thence, B. longum 15708 was chosen for subsequent assays with starters. The
absence of an effect of DO on the other strains, combined to an absence of growth
during processing suggests that parameters other than oxygen level control their

growth in cheese.

There was no significant effect of DO level (P > 0.05) on cell distribution
between curds and whey (Eq. (3)) for any of the probiotic strains used (Table 2).
However, a significant difference between strains with respect to distribution in
curds was observed (P < 0.05). Thus, a lower percentage of B. longum 15708 was
noted in curds as compared with B. lactis BB-12 (P <0.05 for control curds and
P <0.001 for low DO ones) or L. helveticus R0052 (P < 0.05 for control curds and
P < 0.01 for low DO ones). It was examined if the distribution of probiotics
between whey and curds at the end of production (Eq. (3)) could be a reflection of
cell recovery in curds following rennet coagulation. This is an important economic
parameter to manufacturers. Since very little growth occurred during production
(Table 2), it could be argued that the distribution levels of probiotics in curds in this
study are in fact indicative of the recovery level of probiotics in curds, following
coagulation and cutting. However, the highest total population increase was
obtained with B. longum 15708, which also had the lowest percentage of probiotics
in curds. This raised the possibility that the lower percentage of probiotics in curds
for some strains could be due to better growth of the cultures in whey rather than in
the curds during cooking, cheddaring and salting. A regression analysis showed that
there was no significant relationship between the percentage of probiotics in curds
and the “total viable population variation” data (Egs. (1) and (2); R? = 0.20,
P =0.19). Therefore, under these experimental conditions, the various probiotic
bacteria distribution levels in curds at the end of processing do seem to be strain-

related and to reflect cell recovery in the curd during rennet coagulation.
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As mentioned previously, strains are now selected on the basis of
demonstrated clinical benefits and manufacturers might be faced with viability
issues during processing and storage. In this study, these first series of assays were
designed to find a strain which showed viability problems in a Cheddar
cheesemaking process. Two such problems were identified with B. longum 15708.
First, it was the most sensitive strain to oxygen. It was our hypothesis that
technological adaptations, such as the time of addition of the culture, could be
carried out to reduce the detrimental effect of oxygen. Secondly, the apparently
lower levels of B. longum 15708 in curds added to the interest of using this strain
for the subsequent trials on the effects of the time of addition of probiotics, since

one of the parameters to be tested was cell retention in the curds.

5.2 Effect of starter addition

In the second series of assays, the addition of starters enabled the laboratory
method to more closely resemble a Cheddar cheesemaking process than the original
trials, aimed at selecting the probiotic culture as a function of DO level. Another
difference between this second series of assays with the starter and the previous one
was that freeze-dried probiotics were inoculated instead of the fresh cultures. This

more closely resembled industrial practices as well.

Chemical analyses were carried out to ascertain if the curds obtained were
similar in composition to typical Cheddar cheese. The moisture levels varied
between 44 and 51%, which is higher than the 41% maximum tolerated by law for
fresh Cheddar cheese curds (Editeur Officiel du Québec, 2009). Evidently,
wheying-off steps of curd (stirring, cheddaring and pressing) were not as effective
in the laboratory scale as on the industrial scale. The higher moisture in the
laboratory-made products should have resulted in high yields but this was not the
case. Yields in our assays varied between 7.6% and 9.4%, which was much lower
than expected. Indeed, typical Cheddar yield should be approximately 11.3% for

such a moisture level (Mahaut et al., 2000). This could partially be due to increased
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losses of milk fat in whey because commercial homogenized milk was used in the
study. There could also be greater losses of curd solids in the whey in this
laboratory process. The pH in the curds at the end of the fermentation was of 5.3,
which is adequate for this process. Salting was carried out as expected, with salt
content in the curds ranging between 2.0% and 2.3%. The unsalted curds gave
readings of 0.12% salt. In summary, readers must keep in mind that the laboratory
process used in this study incorporated all the Cheddar steps (rennet coagulation,
cutting, wheying off, cheddaring, cutting of blocks and dry-salting) and generated
products with correct salt and pH levels; however they were more moist and had

lower yields than what would be seen in commercial products.

The viable counts of B. longum 15708 during process and storage are found
in Table 3 and Fig. | respectively. In the first series of assays, inoculation with
B. longum 15708 at a level of 1.5 x 10'% cfu directly into 1.5 L of milk, should have
resulted in 10" cfu-mL’. However, the cfu count (6.75 log cfu-mL ' Table 3)
suggests that only 56% of these microbial levels were actually detected 5 min after
inoculation. In assays where 1.5 x 10'% cfu were directly added to the curds prior to
cheddaring, the total viable counts obtained in curds and in whey after 30 min of
cheddaring only represented 9% of the viable cells added. This suggested that
considerable viability loss of B. longum 15708 occurred during the first 30 min of
cheddaring. It was not investigated if this was linked to the direct inoculation of
freeze-dried cells rather than a fresh liquid culture. It has been shown that cfu
counts following rehydration are highly influenced with the osmolarity of the
reconstitution fluid (Choate & Alexander, 1967), the rehydration temperature
(Morichi, Irie, Yano, & Kembo, 1967) as well as by the rate and volume of medium
used for rehydration (De Valdez, De Giori, De Ruiz Holgado & Olivier, 1985).
Although viability losses upon inoculation occurred, the use of lyophilised cells was
maintained for our assays because it is the usual procedure used in industry. Indeed,
it makes probiotic addition easier, as well as enabling more stable inoculation levels
between different food productions. These high viability losses calculated at

rehydration in the curds might also be caused by an acid stress. At the cheddaring
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step, pH was lower than in milk (means of pH 6.0 versus pH 6.7, respectively). A
pH of 6.0 is arguably not a very acid environment, but Kheadr, Dabour, Le Lay,
Lacroix and Fliss (2007) have found that B. longum 15708 is very sensitive to acid
conditions (Kheadr et al., 2007). To our knowledge, this is the first observation of
losses in viability directly after inoculation of a freeze-dried probiotic culture in a
Cheddar cheese process. This suggests that a rehydration step prior to inoculation

might be desirable, and further studies need to be done on this aspect.

The total population variation (Eq. (1)) of B. longum 15708 at the end of the
fermentation with starters without salting was of only 0.09 log when the milk was
inoculated with culture (Table 3). This was similar to the control treatment in the
absence of starters (pH 6.2; Table 2). Thus, the fermentation did not significantly
affect (P > 0.05) the viability of this B. longum strain during the production.
However, very little growth or viability losses seemed to occur during the 5 h-
Cheddar fermentation with B. longum 15708, which is in agreement with results of
Klaver et al. (1993) in a yoghurt-type fermentation with bifidobacteria and
Streptococcus  thermophilus. This could be due to sub-optimum growth
temperatures or a low growth rate in milk. Indeed, bifidobacteria do not grow much

over 5 h in milk even at 37°C (Klaver et al., 1993).

Manufacturers are obviously interested in the % of recovery in curds of the
probiotics inoculated. We were unable to calculate this with high precision. This is
because the population that is ultimately found in the cheese curds is a result of
three elements: 1) retention of the cells at renneting 2) cell losses during wheying
off, cheddaring or salting and 3) viability loss (or growth) during the 3-5 h
processing time. However, since data suggest that little growth has occurred, the %
of distribution (Tables 2 and 3) provides a reasonably good picture of the % of

retention in curds throughout the process.
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Table 3: Effects of inoculation moment of B. longum 15708 and salting of the curds
on viable counts in model cheese productions (bifidobacteria counts are in Log
CFU-mL"' or CFU-g")

Production conditions

Samples Salted curds Unsalted curds
Addition in Addition prior to Additionin  Addition prior to
milk cheddarization milk cheddarization
Inoculated milk 6.75 (0.07) - 6.75 (0.07) -
Curds prior to cheddaring 6.90 (0.06) - 6.90 (0.06) -
Whey prior to cheddaring 6.42 (0.02) - 6.42 (0.02) -
Residual whey at cheddaring step 6.52 7.43 (0.03) 6.52 7.36 (0.13)
Curds at end of fermentation 7.48 (0.13) 6.67** (0.15) 7.63 (0.03) 6.85%%% (0.05)
T"“‘lﬁgg‘gﬁ{j’fﬁt‘fg““°” 0.01 (0.02) -0.75%% (0.17) 0.09 (0.08)  -0.74%* (0.19)
Distribution (% in curds) 56 (8) 29%* (6) 70(7) 41+ (9)

Results are the average of three independent assays. Values in brackets represent
standard error of the means (SEM). Unpaired t tests were done to compare the two
moments of inoculation (milk VS cheddarisation) in products that were salted or not
The probability (P) of a significant difference between the two values is identified
with the following symbols: * represents P < 0.1, ** represents P < 0.05 and

5.3 Effect of the moment of inoculation

Addition of rennet to milk is accompanied by strong agitation and, hence,
oxygenation of milk. It was our hypothesis that such incorporation of oxygen to
milk at this step might be detrimental to oxygen-sensitive cells, and it was hoped
that the addition of the probiotic culture at a later stage of the manufacturing
process would reduce exposure to oxygen. Furthermore, it was hoped that
inoculation at the beginning of cheddaring would improve recovery yields in curds,

because of lower losses in whey.

Results were the opposite, since a significantly higher population of
B. longum was found in curds when the probiotic culture was added to milk
(Table 3). This is the first study where inoculation was done just prior to
cheddaring, but the results obtained in this study are in agreement with those of
Songisepp et al. (2004), who concluded that addition of lactobacilli into milk should

be the preferred method of incorporation when compared with inoculation into
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drained curds. The first explanation is the lower viable counts of bifidobacteria in
the curds at the end of production is due to a greater loss in viability following
inoculation when done at the cheddaring stage, as previously mentioned. The
second reason is the very high losses of the probiotic bacteria in whey (Table 3).
Although the quantity of whey generated during cheddaring is much lower than that
obtained after the first cutting, the population of probiotics in the cheddaring whey
was ten times higher than in the whey obtained after the first cutting when
probiotics were added to milk. Evidently, cells were not as well entrapped in the

curd mass at cheddaring than at renneting.

There was a significant effect of the time of inoculation on both cfu in curds
and total population variations, and this occurred for salted curds and unsalted curds
(Table 3). Distribution of B. longum cells between whey and curds was also
affected by the time of inoculation and for both salting treatments (Table 3). In both
instances, the fraction of probiotic cells recovered in the curds when the culture was
added to milk was almost twice that observed when inoculation was carried out
before cheddaring. Several studies have reported on cheeses with different salt
concentrations (El-Gendy, Abdel-Galil, Shahin & Hegazi, 1983; Prodanski, 1970)
with the aim of studying the effect on survival of probiotics (Gomes & Malcata,
1998; Kasimoglu et al., 2004). These authors have concluded that probiotics survive
better in cheese with lower salt concentrations. Our results are thus in line with the

literature.

In light of these data, a series of assays was carried out using a ten times
higher inoculation level, i.e. 1.5 x 10" cfu in the curds obtained from 1.5 L of milk.
This enabled us to generate curds having approximately 10® cfu-g”' (Fig. 1).
However, there was no effect (P > 0.05) of the higher inoculation rate during
cheddaring on the distribution (% in curd). Losses in whey were also ten times
higher (data not shown). These assays showed that inoculation level did not
significantly affect (P > 0.05) the distribution of probiotics between curds and

whey.
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The fraction of B. longum 15708 cells in the curds was 78% when fresh
cultures were inoculated (Table 2) but 70% when freeze-dried cultures were used
(Table 3; unsalted curds). In our study, this difference was not found to be
statistically significant, but further assays are warranted to see if the form of the

inoculum (dried or liquid) can indeed affect retention of the cells in the curd.

5.4 Stability during storage

Viable counts during storage showed that B. longum 15708 withstood
storage better in unsalted curds than in salted ones, irrespective of the time of
inoculation or its level. The detrimental effect of salting on B. longum viability is
particularly strong during the first three days of storage (Fig. 1). In the province of
Québec (Canada), legislation authorises the storage of fresh curds on retail counters
at room temperature for 24 h. Hence, to simulate this commercial practice, the
storage conditions were | day at 25°C and 20 days at 4°C. High losses in viability
during the first day might partially be due to the high incubation temperature.
Indeed, it has frequently been noted that lower storage temperature improves the
stability of probiotics (Higl et al., 2007; Kailasapathy, Harmstorf & Phillips, 2008).
However, after 21 days of storage, differences between salted and unsalted cheeses

were not statistically significant (P > 0.05).

The pH of the medium is critical to the stability of probiotic cultures during
storage (Kailasapathy et al., 2008). It was therefore examined if the effect of salting
on viable counts was related to variations of the pH. Over the 21 day storage period,
the pH dropped from 5.3 to 4.9 in salted curds, whereas in unsalted ones, it was
lowered to 4.8. This larger drop in pH with unsalted curds was found to be
statistically significant (P < 0.03). Kailasapathy et al. (2008) showed that lower pH
results in lower bacterial stability during storage. Since salted curds actually had
higher pH values than the unsalted ones it can therefore be concluded that the

detrimental effect of salting on viability during storage was not linked to pH.
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Figure 1 : Viable counts of B. longum 15708 in model cheese throughout storage (1 day
at 22°C and 20 days at 4°C).
Legend:

Inoculation in milk/salted curds (- @),

Inoculation in milk/unsalted curds (-~ O--),

Inoculation prior to cheddarization/salted curds (—A—),

Inoculation prior to cheddarization/unsalted curds (—A—),

Inoculation at 10x prior to cheddarization /salted curds (---H---),

Inoculation at 10x prior to cheddarization /unsalted curds (---[1---)

Results are the average of three independent assays. For reasons of clarity, error bars
(standard error of the means) are presented only for the treatment for salted curds
inoculated at cheddarization'; the variations presented were typical of other curves.

Survival of B. longum 15708 during storage was higher when cells were
initially inoculated in milk, rather than at cheddaring. Thus, after 21 days of storage,
the average drop in microbial counts in cheeses initially inoculated in milk was
3 logs (cfu-g”), whereas the equivalent product inoculated at cheddaring was 4 logs

(cfu-g). With yoghurt, it has been shown that survival of Lactobacillus acidophilus

" Un graphique présentant tous les écarts-types des résultats de ces essais est présenté dans
Pappendice A du présent document.




116

during storage is better if the probiotic is added at the same time as the starter,
rather than at the end of the fermentation (Hull, Roberts, & Mayes, 1984). This
observation of the effect of the time of inoculation on the subsequent stability of
yoghurt during storage also seems to apply to bifidobacteria in Cheddar

manufacture,

There was no significant difference (P > 0.05) in B. longum viable
population decline during storage when comparing the two inoculation ratios prior
to cheddaring. These results are in line with the identical mortality percentages

during production itself.

5.5 Perspectives

In the past, probiotic cultures were selected for their ability to survive
processing steps but, today, clinical health effects dominate the selection process.
This means that manufacturers might attempt to add some highly sensitive strains to
their food, such as B. longum 15708, and experience high viability losses. Health
Canada (2009) recommends a quantity of 10° cfu of probiotic bacteria per portion.
Considering a cheese portion to be approximately 30 g, only two of the three
inoculation methods tested in this study would attain this level after products left
the manufacturing plant. However, the rapid population decline with B. longum
15708 would require the product to be marketed within three days. As a resul,
developing a Cheddar cheese with B.longum 15708 would require another
approach to enable sufficient survival throughout production and cheese storage.
Microencapsulation has been shown to improve bacterial survival during storage in
yoghurt, by protecting cells against acidity and oxygen (Ding & Shah, 2007;
Talwalkar & Kailasapathy, 2004). It remains to be determined if the approach could
also benefit B. longum 15708 in the production and storage of fresh Cheddar

cheese.
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6. Conclusion

A laboratory-scale Cheddar cheese process was used to evaluate the
viability of B. longum 15708 during manufacture and storage of fresh Cheddar
cheese. Some results obtained in this study confirmed data in the literature:
1) B. longum 15708 is sensitive to oxygen levels found in dairy processing
conditions, 2) there is generally little growth of probiotics during Cheddar cheese
production, and 3) salting has a detrimental effect on the stability of probiotics
during storage of cheese. Furthermore, many findings in this study were novel:
1) lowering the oxygen level in milk during Cheddar manufacture does not strongly
affect viable counts of probiotics in cheese curds but variations occur as a function
of strain, 2) since B. longum 15708 does not grow much during the Cheddar
process, addition of lactic starters have little effect on bifidobacteria multiplication
in the cheesemaking process, 3) recovery of probiotics in the cheese curds when the
culture was added in the milk before renneting was almost twice that observed at
cheddaring, 4) when probiotics are added at the cheddaring step, inoculation level
did not affect the distribution of probiotics between curds and whey, 5) salting
increased losses of probiotics from curds, 6) addition of probiotics in milk improved
their subsequent stability by about 1 log over the 20-days storage period as
compared with cells added at cheddaring, 7) the detrimental effect of salting on
stability of probiotics principally occurred during the first three days of storage,
8) the detrimental effect of salting on cell viability during storage was not linked to
a lower pH; on the contrary, pH was higher by 0.01 unit in salted curds and
9) probiotic population level, resulting from different inoculation rates, does not

affect the rate of viability loss during storage.

Microencapsulation could potentially be able to improve bacterial survival

during the process and storage. Further studies are ongoing on this aspect.
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2. Résumés

2.1 Résumeé en francais

L’objectif de cette étude était de démontrer I'effet de différentes méthodes
d’inoculation de bactéries probiotiques au cours de la fabrication de fromage
cheddar sur la viabilit€ des cellules dans le produit frais, ainsi que la stabilité au
cours de I’entreposage. La souche Bifidobacterium longum ATCC 15708 a été
lyophilisée et microencapsulée par spray-coating. L’inoculation des cellules libres
et de la culture microencapsulée a été testée a trois différentes étapes de la
fabrication fromagere (lait avant emprésurage, & la cheddarisation ou au salage) et
I’effet de ce moment d’inoculation sur les décomptes viables dans le fromage et le
lactosérum a été suivi. Il n’y avait pas d’effet de la microencapsulation sur les
décomptes viables dans le fromage au cours de la fabrication ou durant un
entreposage de 14 jours, ni sur les propriétés chimiques (lactose, acide lactique,
azote total, azote soluble dans le TCA, humidité) et sensorielles du fromage.
Lorsque I’on compare I’inoculation des bifidobactéries dans le lait avant
emprésurage, a la cheddarisation et au salage, les meilleurs taux de viabilité sont
retrouvés pour les essais avec inoculation dans le lait. Les bifidobactéries ajoutées a
I’étape du salage ayant survécu au pressage étaient subséquemment plus stables au
cours de I’entreposage que celles ajoutées dans le lait. La stabilité de B. longum
15708 durant I’entreposage s’est avérée plus élevée dans le fromage pressé en bloc,
plutét que dans les grains. Cette étude a démontré aux producteurs de fromage, avec
des données technologiques, les meilleures conditions d’inoculation de probiotiques
pour ajout & du fromage et qu’il est préférable de faire le pressage des grains, afin

d’obtenir de plus hauts taux de probiotiques viables dans le cheddar frais.
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2.2 Abstract

The goal of this study was to assess the effect of methods of inoculation on
the viability of probiotic bacteria during cheddar cheese manufacture as well as
their stability during storage. Bifidobacterium longum ATCC 15708 was freeze-
dried and microencapsulated by spray-coating. The effect of inoculation of free
whole cell or microencapsulated cells at three points during manufacture (milk
before renneting, at cheddaring or at salting) on the viable counts in cheese and
whey was investigated. Microencapsulation had no effect on viable counts,
chemical parameters (lactose, lactic acid, total nitrogen, nitrogen soluble in TCA,
moisture) or sensory properties during manufacturing or storage of the fresh cheeses
for 14 days. Inoculation of the bifidobacteria in milk before renneting resulted in
higher viable counts in comparison to other points of inoculation. Bifidobacteria
added at the salting step, which survived pressing, were subsequently more stable
during storage than those inoculated in milk. The stability of B. longum 15708
during storage was greater in the pressed cheeses that in the free curds. The results
of this study provides technological data for cheese makers on the optimum point of
inoculation as well as the benefit of pressing the curds in order to ensure high levels

of probiotics in fresh cheddar cheese.
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1. Introduction

The market for products containing probiotic bacteria is in expansion
throughout the world principally because of the growing number of clinical studies
concluding that these microorganisms may be linked to beneficial health effects
(Ouwehand et al., 2003). There is a growing consumer interest for functional foods
enriched with these bacteria, in preference to powder supplements or pills (Bruhn ef
al., 2002). Although yoghurt has been the main food matrix to which probiotics
have been incorporated, cheese is increasingly considered as a valuable delivery

vehicle (Gomes da Cruz et al., 2009).

Cheddar cheese is most commonly consumed in the form of pressed blocks
of ripened cheese. A niche market in Canada is non-pressed salted cheddar curds
obtained after milling. Immediately after manufacturing, these curds are placed in
bags and shipped to retailing points, which are allowed to place the product on the
shelf at room temperature for 24 h. Subsequently, the cheese curds must be
refrigerated. This type of product is typically consumed within 1 week. In some
cases, the curds are pressed and also sold immediately under the same conditions. It
was our hypothesis that such a fresh product would constitute a good matrix for
highly sensitive probiotic bacteria which otherwise loose viability during the
ripening period of cheddar. This hypothesis constitutes the rationale for the
manufacturing and storage conditions used in this study as well as for the selection

of a highly sensitive probiotic strain.

In cheddar cheese, many studies report severe declines in viable counts of
probiotics during storage (Godward and Kailasapathy, 2003; Lynch et al., 1996;
Sharp et al., 2008), but some studies report more successful results (Daigle et al.,
1999; Stanton et al, 1998). Viability losses seem to be mostly related to the
probiotic strain (McBrearty et al, 2001; Ong et al., 2007). In the past,
manufacturers used to select probiotic cultures which were stable in their particular

product. However, strain selection is increasingly based on purported health
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benefits, and a desired culture might show viability problems during manufacture
and storage. Thus, there is still a need to develop technological strategies to protect

probiotic bacteria in cheddar cheese.

Technologies can be adapted to prevent viability losses of probiotic bacteria
in foods. In yoghurt, such adaptations include carrying out lactose hydrolysis,
modifying the starter strains and inoculation levels, adding antioxidants, packaging
in anaerobic environments and microencapsulating the probiotic cultures
(Champagne et al., 2005; Stanton et al., 2005). Much less has been done in this area
in cheese, but selection of compatible starter, probiotic inoculation practices,
microencapsulation and packaging (Gomes da Cruz et al, 2009) have been
proposed. In most studies, only one treatment has been applied at a time, and little
data are available on combined treatments. There is a need to examine interactions
between technological adaptations on the survival of probiotics in cheese. In this
study, it was hypothesized that targeting a fresh cheese, using a novel
microencapsulation technology and carrying out novel inoculation points, would
provide such technological tools. Furthermore, the combined effects of

microencapsulation and inoculation practices were examined.

Microencapsulation has been suggested as a potential solution to losses in
viability due to salting or extended storage (Gomes da Cruz et al., 2009). In most
cases, the microencapsulation technology was based on microentrapment in gel
particles, particularly alginate. Contrary to yoghurt, microencapsulation of
probiotics in alginate beads does not seem to improve their stability during cheese
storage or ripening (Gobbetti er al., 1998; Godward and Kailasapathy, 2003).
Although microencapsulation by spray-coating is the main technology used by the
industry, only one study has examined the benefits of this microencapsulation
methodology on bacterial stability during storage. There is no data on the benefits
of microencapsulation by spray-coating on stability of probiotics during cheese

processing or on cell retention in the curds.
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Inoculation practices are an important means of adapting a milk
fermentation process to enhance probiotic survival. Most data on the benefits of
inoculation strategies are found in yoghurt manufacture, and little is known in
cheesemaking. In cottage cheese, it was suggested to add the probiotic culture in the
cream dressing rather than in the curds (Blanchette ef al., 1996). Other studies have
examined inoculation at the cheddaring step or at salting (Dinakar and Mistry,
1994; Fortin et al., 2011; Gomes da Cruz et al., 2009). With free cells, these
inoculation practices raise the concern of cell losses in whey. However, no study
has examined the effect of microencapsulation by spray-coating on cell recovery

and stability in the cheese curds under various inoculation procedures.

The goal of this study was to examine the combined effects of
microencapsulation of Bifidobacterium longum by spray-coating and the processing
step chosen for inoculation on the viable counts of the bifidobacteria in cheddar
cheese curds during production and storage. The effects of these technological

adaptations on cheese composition and sensory properties were also examined.

2. Materials and Methods

2.1 Cultures

B. longum ATCC 15708 was purchased from the American Type Culture
Collection. Stock cultures were obtained by mixing MRS-grown (Difco, Detroit M,
USA) cell suspensions with sterile BHI media (Difco) containing 15% (w/v) of
glycerol (Sigma, St-Louis, MO, USA) in a I:5 ratio, adding 1 mL of the cell
suspension in Cryovials (Nalgene, Rochester, NY, USA) and freezing at —80°C.

The starter used for pilot-scale cheese manufacture was prepared by
inoculating 0.2% (w/w) of a thawed commercial culture of lactic acid bacteria

(Lactococcus lactis ssp. cremoris and L. lactis ssp. lactis H-102 from CH-Hansen,
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Milwaukee, WI, USA) into rehydrated skim milk (12% w/w), previously sterilized
at 110°C for 10 min. The culture was incubated to 21°C for 15 h and used within

2 h after this incubation time.

2.2 Production of freeze-dried and microencapsulated
probiotic cultures

B. longum was grown in MRS broth (Becton, Dickinson and Company,
France) supplemented with 1% (v/v) of a sterile solution of 10% (w/v) ascorbic acid
(Bioshop Canada Inc., Burlington, ON, Canada) and 5% (w/v) L-cysteine
hydrochloride (Sigma—-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The culture was concentrated
by centrifugation at 6000 x g for 20 min at 4°C. The cell pellet was resuspended in
one tenth of its original volume in a cryoprotective medium composed of 20%
(w/w) rehydrated skim milk powder (Agropur, Granby, Canada) and 5% (w/v) of
sucrose to which 2% (v/v) of an ascorbic acid solution (17.5% w/v) was added. The
cell suspension was poured in metal trays and frozen at —20°C for 18 h. Trays were
placed in a freeze-dryer (FTS Systems, Stone Ridge, N.Y., USA) to lyophilise
under the following programme: —40°C for 4 h under atmospheric pressure, 16 h at
0°C and 100 mTorr vacuum, 16 h at 20°C and 100 mTorr vacuum, 60 h at 20°C and
10 mTorr vacuum. The powder was grinded using a Ultra Centrifugal Mill ZM-1
unit (Retsch Inc. Newtown, PA, US) equipped with a sieve size of | mm and then
filtered in stainless steel mesh (W.S. Tyler Canada Ltd, St. Catharines, Ontario,
Canada) to only retain the particles sizes varying between 53 and 250 pm. The
powders were subsequently placed in hermetic glass bottles and kept at 4°C. The
final powder had a concentration of 2.2 x 10° CFU-g”' and this product was referred

to as the “free-cell culture”.

Microencapsulation was carried out by spray-coating as described by
Durand and Panes (Durand et al., 2003) in a STREA-1 fluid bed system (GEA,
Columbia, MD, USA) equipped with a bottom-coating Wiirster vessel assembly.

The air used for fluidization was previously dried (relative humidity of
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approximately 5%) and injected at room temperature. The spraying air was injected

!, The fat used for coating was the DP108 blend of

at a velocity of 30 L - min”
fractionated palm kernel oil and palm oil from Aarhus United (Port Newark, NJ,
USA). The fat was heated at 80°C and distributed at 10 mL - min~' over 400 g of
the free-cell culture. In all, 160 g of fat was sprayed over the 400 g of powder. The
resulting spray-coated product of B. longum ATCC 15708 will be referred to as the
“ME culture”. The viable count was of 1.1 x 10° CFU - g'. This was half the
bacterial density of the free-cell culture (per g of powder) because of the addition of
fat and because a small loss of viability occurred during the spray-coating process.

As a result, a greater quantity of ME culture powder was required to carry out the

same CFU inoculation level as the free cell culture.

2.3 Cheese production

Cheese vats having a 270-L capacity equipped with double-wall, adjustable
outlet and stirrer blades (Kusel Equipment Co., Watertown, WIS, USA) were used.
Raw milk was provided by Agropur (Granby, Qc, Canada). On each production

day, milk was pasteurized using a continuous flow plate exchanger at 73°C for 16 s.

The starter was inoculated at 1.5% (w/w). Addition of 0.026% (v/v) of a
30% (w/v) CaCl, solution and 0.01% (v/v) double force rennet Maxiren (Danisco,
Copenhague, Danemark) was done | h after starter addition. The coagulum was cut
after 30 min and curds were cooked at 38°C until pH reached 6.0 to 6.1. After whey
drainage, curds were piled in order to carry out the cheddaring step, until the pH
dropped to 5.2 + 0.1. Finally, the cheese was cut in small pieces and salted at 1.8%
(w/v) with iodine-free salt, which resulted in a salt-in-humidity level of 4.5%. Some
free curds were kept separately, and the rest of the salted cheddar curds were then
put in moulds and pressed under 0.205 MPa for | h. During cheese making,
temperature, pH and titratable acidity were followed at defined intervals for

ascertain reproducibility of the fermentation. The packaged blocks were then stored
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at 4°C for up to 14 days. At days 1, 4, 7 and 14, bags were opened and 500 g

portions were taken for chemical, microbiological or sensory analyses.

2.4 Incorporation of probiotics during cheese manufacturing

Since three cheese vats were available and since seven treatments were
carried out, two series of productions were carried out. In the first series, the
following treatments were done: vat nos. (1) inoculation of 20 g free cells in 150 L
of milk (0.13%), just before rennet addition, (2) inoculation of 40 g ME cells in
150 L of milk (0.27%), before rennet addition, (3) no inoculation in milk nor at the
cheddaring step; the unsalted curds obtained after milling were divided in three; at
the salting step, one third was kept as control, one third was inoculated with 6.7 gof
free cells and one third was inoculated with 13.4 g of the ME culture. In the second
series of productions, the same pattern was carried out except that for vats #1 and
#2, instead of inoculation in milk prior to rennet addition, the free (20 g) or ME
(40 g) cultures were blended into the small grains obtained after the first whey

drainage prior to cheddarization.

These inoculation levels were expected to result in curd viable counts
around 10° CFU - g”', which is rather low since the laboratory-made culture
obtained had only 2.2 x 10° CFU - g™'. Such a viable count in a powder is much
lower than commercial products, which typically have between 10'® and
10" CFU - g™ of powder. In the attempt to duplicate industrial conditions, it was
decided to add the quantity of culture powder that would apply under commercial
conditions. Thus, the quantity of bifidobacteria-containing powder added at the
various steps followed the quantities of freeze-dried powder that would currentl y be
inoculated in industry. It was considered that the quantity of powder added would
affect distribution properties in the curds as well as texture and that applying

industrial parameters was critical to the value of the experimentation. Although

E——
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viable counts in cheese were lower than what would be expected or commercially

recommended, it still enabled the evaluation of the hypotheses.

In each assay, the pasteurized milk was distributed in three cheese vats. In
experimental treatments based on inoculation in milk or at cheddaring step, vats
filled with 150 L of milk were inoculated with free cell or ME B. longum. For the
treatment of addition at salting step, a vat was filled with 270 L of milk, and
fabrication was followed normally without inoculation of bifidobacteria until salting
step. Curds were salted all together and then divided in three equal masses: one
third was inoculated with free bacteria, one third with ME bacteria and the other
was not inoculated and represented the control treatment. Three independent

repetitions were done using three separate culture batches and milk lots.

One of the aims of this study was to examine the effect of air on B. longum
viability in products having free and ME cells. Thus, individual salted curds and
pressed cheese blocks were analyzed separately, except for inoculation at the salting
step where only blocks were analyzed. In this latter treatment, the decision was
taken not to test curds, because powder particles might not adhere to the surface,

and cells would be lost in the packaging.

The individual curds (portions of approximately 250 g) were kept in sealed
plastic bags in an air atmosphere. They were placed at 23°C for 24 h and then stored
at 4°C for up to 14 days. A portion of the curds was pressed in 10 kg blocks that
were subsequently cut and vacuum-wrapped in 500 g portions and kept for 16 h at

23°C.

2.5 Analyses

Milk, curds and whey were analyzed for viable counts throughout cheese
manufacturing as well as at days 1, 4, 7 and 14 of storage. For microbiological

analyses, homogenization of the casein matrix was carried out by adding 4 g of
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curds to 36 g of a 2% sodium citrate solution (Anachemia, Montreal, Canada) kept
at 45°C and blending them with sterilized Polytron-type high-shear generator
probes (OMNI TH International, Model TH-115, Marietta, GA, USA) for 30 s at
high speed (20 000 rpm). When liquid samples were analyzed, 1 mL of milk or
whey were mixed with 9 mL of sodium citrate solution and homogenized with
Omni-Tips generator probes (Omni TH unit; Marietta GA, USA) at high speed for
30 s. For both liquid and solid samples, serial decimal dilutions were done in 0.1%
peptone water tubes (w/v) (Becton Dickinson, Mississauga, ON, Canada). Viable
counts of B. longum were determined by plating on LP medium pH 6.7 since this
medium was found to effectively select B. longum from lactic acid bacteria
(Lapierre ef al., 1992). The LP medium contained, per L of medium: 35 g liver
infusion, 10 g lactose, 10 g bacto-peptone, 2 g NaCl, 2 g LiCl and 3 g sodium
propionate. The appropriateness of LP medium for selective counts of B. longum
15708 in whey and curds, in the presence of the cheese starter cultures, was
confirmed in a previous study (Fortin et al., 2011). Colonies of bifidobacteria were
counted after a 48 h incubation period at 37°C in an anaerobic incubator (85% N2 /
10% H; / 5% CO,). Lactococci populations from the starter were obtained on M17
medium (Becton, Dickinson and Company, France) following 48 h incubation at

30°C under aerobic conditions.

Carbohydrates and organic acids of interest (acetic acid, lactic acid, glucose,
lactose) were analyzed at days 1 and 14 by ion exchange HPLC (Dionex, Model
DX-500; Oakville, ON, Canada), following the procedure of St-Gelais er al. (1991).
Total protein and soluble nitrogen in trichloroacetic acid (TCA-SN) were analyzed
at days 1, 7 and 14 with the Kjeldhal technique (Christensen et al., 1991; Turcot et
al., 2002), using a Kjeltec 1030 distillation unit (Foss, Eden Prairie, MN, USA). For
practical reasons, not all analyses could be done on day 1. Since cheeses were
packaged in sealed bags, some parameters were not expected to change throughout
the 14-day storage period. Thus, total lipid concentrations were analyzed at day 7
by the Mojonnier technique (Mojonnier Bros. Co., Chicago, IL, USA) (Atherthon et

al., 1977), salinity was ascertained at day 6 with a Chloride Analyzer 326 unit from
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Corning (Nelson-Jameson Inc., Marshfield, W1, USA) and humidity was measured

at day 6 by gravimetry following drying at 100°C for 24 h (Fortin et al., 2011).

A sensory analysis was also carried with 20 panellists at the 4™ day of
storage. The sensory analysis was delayed a few days in order to carry out
microbiological analyses (coliforms, Staphylococcus aureus) ensuring safety for the
tasters. This was a requirement from the ethics committee. Tasters had to smell and
taste pressed cheese only and compare it to the control cheese in order to monitor
any difference in appearance (particles of ME cultures), texture, mouth-feel and
flavour between the various pressed cheeses produced. Free curds were not tested

by the sensory panel.

2.6 Calculations

On average, from 100 L of milk, we obtained 83 L of whey at the first
drainage, 5 L of whey during cheddarization and ! L of whey during pressing. Final
cheese curd mass varied between 10 and 11 kg. The CFU were measured at every
processing step, which enabled the estimation of total bacterial populations in the

whey and curd products.
The following equations were used to evaluate cheese yield and bacterial balances.

Equation 1. Yields for cheese production:

[(Pressed cheese final mass + Curds final mass) + (Milk mass)] x 100

Equation 2.  Ratio of cells recovered to those inoculated (ratio R/I)

[(g of final curd mass x CFU-g"') + (g of whey recovered x CFU-g )]
+ [(g of culture added x CFU.g )]
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Equation 3. Distribution of probiotics between curds and whey:

[[(Final curds mass) x (CFU-g lof probiotics in curds)] +
[((Final curds mass) x (CFU-g ' of probiotics in curds)) + ((Total whey mass) x (CFU-g' of
probiotics in whey))]] x 100

It must also be kept in mind that the distribution of cells between curds and
whey (Equation 3) is only an indicator of a percentage or recovery in curds; indeed
CFU values in whey and cheese at the end of processing are the result of cell
recovery (or loss in whey) as well as potential growth or viability losses in each

matrix.

2.7 Statistical analyses

Statistical analyses were done with InStat (GraphPad, La Jolla, CA) on
Logl0 values of viable counts. When comparing multiple treatments, the ANOVA
test was carried out. In some instances where the specific effects of ME or pressing
were examined, paired ¢ test were used. Differences between means were

considered significant when P value was lower or equal to 0.05.

3. Results and discussion

A preliminary study had been carried out on a laboratory scale (2 L) where
inoculation points of probiotics in milk and at cheddaring had been compared
(Fortin et al., 2011). This study expanded the preliminary work by verifying the
observations on a 100-fold larger scale, by including a microencapsulated culture,

by adding the cells at salting and by examining the effect of curds pressing.

3.1 Effect of ME on viable counts during production

Spray-coating efficiency in delaying the release of probiotic cells was

studied in a previous work (Champagne er al., 2010), and its application to this

R ———
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condition was first examined. This was carried out by evaluating the rates and
levels of solids released in water after addition of the powder. Commercial powders
of ME cultures obtained from spray-coating technology show ~50% of their non-fat
solids released after 15 min dispersion, while the ME powders prepared in our lab
released 85% of their non-fat solids (Champagne et al., 2010). Therefore, the ME
culture prepared in this study was not as well coated as that of commercial products.
It is well known that spray-coating is a difficult technology to master and that the
products are only partially microencapsulated. It was tested nevertheless since
viability losses can reach four logs during storage (Fortin er al., 2011) and partial
ME could still have a significant benefit, especially since ME protects cells against
oxygen (Talwalkar and Kailasapathy 2004), and B. longum 15708 is sensitive to
oxygen (Bolduc ¢r al., 2006, Fortin ef al., 2011).

When ME cultures were incorporated into milk before renneting, greater
CFU losses in whey were observed at most steps during the production cycle than
with the free-cell cultures (Table 1). A greater loss of cells in whey would suggest
that lower CFU values would be obtained in the curds ultimately resulting from
milk inoculation with the ME culture. However, viable counts in curds were not
significantly affected by the form of the probiotic inoculated (Table 1). This is
explained by the observation that between 64% and 72% of the cells inoculated in
milk are recovered in curds (Table 2). Consequently, the fraction that ends up in
whey is only a minor portion of the cells added; as a result, the different cell losses
in whey did not ultimately affect the viable counts in the curds. When the ME
culture was inoculated in milk, it was observed that particles were floating at the
surface of milk and oil at the surface of whey. This could partially explain the
higher losses of the ME cells in whey. There was no further effect of ME on viable
counts in whey or curds when the inoculation was carried out at cheddaring or at

salting (Table 1).
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Table 1 : Effect of microencapsulation (ME) and of the point of inoculation on
viable counts of B. longum 15708 (Log CFU-mL 'or g during cheddar cheese

production
Point of inoculation

Cheddar production step or sample Mitk Cheddaring Salting

Free ME Free ME Free ME

cells cells cells cells cells cells
Milk before renneting 53° 52° - - - -
Coagulum before cutting _ 5.1° 59° - - - T
Whey after cutting 48" 6.2" - - - -
Coagulum after 30 minutes cooking 5.6° 58° - - - -
Whey after 30 minutes cooking 49* 53*% - - -

_ Curds after drawing off whey 63° 6.2° - - - -
Whey_draw off 47* 5.4° [ - - -
Curds after inoculation of probiotics - - 56" 56" - -
Curds afier 30 minutes cheddaring 63° 6.6° 59° 56° - -
Residual whey at cheddaring 39° 40° 6.6" 62" - | -
Curds before salting 6.8° 6.7° 59° | 587 -
Salted curds 6.6° 6.8" 54° 56° 53° 5.6°
Residual whey after pressing 46° 49 4™ 53% 57°¢ 59°¢
Cheese after pressing 6.6" 6.7" 56° 50° 5.0° 52°

In a given row, values which are followed by the same letter are not significantly

different (P 2 0.05)

Irrespective of the distribution of the viable cells between curds and whey,

calculations were made to examine the evolution of total bacterial populations

during the processing steps. As the cells recovered to those inoculated (Ratio R/T)

show, in many cases, there were lower CFU counts in whey and curds at the end of

the cheddar manufacture than there were bifidobacteria cells inoculated (Table 2).

This would suggest viability losses during production. There was no statistically

significant effect of ME on the growth or mortality of the probiotic bacteria during

cheddar manufacture (P < 0.05).
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Table 2 : Effect of the point of inoculation on cell distribution and on the evolution
of the ratio of B. longum 15708 cells recovered to those inoculated (Ratio R/I)
during cheddar cheese production.

Production parameter Viable counts

Curds Point of Distribution , Ratig
inoculation (% of probiotics in curds) (R/D)

Pressed Ml]k' 72 ; L7 ,l:
cheese Chedd.armg 18 ' 1.1 ‘l
Salting 83" 0.12°

Free curds Milk 64 * 1.4 *
‘ Cheddaring 12° 0.98 ™

For a given column, means that are followed by the same letter are not significantly
different (P > 0.05).

' Calculated with Equation 3

? Calculated with Equation 2.

3.2 Effect of point of inoculation on viable counts during
cheddar manufacturing

When B. longum cultures were inoculated in milk, higher viable counts were
obtained in cheese curds than when inoculation was carried out at cheddaring
(Table 1). These data confirmed the results from a previous study (Fortin et al.,

2011).

In addition to the viability losses, which occurred immediately at the
moment of inoculation, there might also be continued viability losses during the
final processing steps. Indeed, when the probiotic bacteria were added in milk, there
was an increase in curds CFU counts of about 0.2 log between the “30 min after
cheddaring” and in the “salted curds” (Table 1). No such increase was noted when
the bifidobacteria were added at cheddaring, and in fact, a 0.5 log decrease was
even noted in one instance (free cells; Table 1). Since curds expel whey and
contract during cheddaring, an increase in CFU would normally occur due to gel
contraction. All these data point to a loss of viability of the cells inoculated at
cheddaring during the final processing steps and particularly at salting (Table 1).

The detrimental effect of salting on viability had already been observed (Fortin er
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al, 2011), but this is the first observation on the effect of inoculation point on
subsequent viability during processing. Apparently, the potential benefit of reducing
exposure to oxygen by adding the cells at a later processing stage was outweighed
by the detrimental effects of rehydration in more acidic and salty environments. The
literature reports variable situations with respect to viable counts of bifidobacteria
added during cheddar cheese making. In one instance, no growth was noted (Daigle
et al., 1999), as in this study, while in other instances, significant CFU increases
occurred (Ong et al., 2007). Evidently, this is strain-related, and the fact that we
selected an oxygen-sensitive culture (Bolduc et al., 2006; Fortin ef al., 2011) might

explain our results.

Little information is available on the recovery level of probiotics in curds.
The more cells are entrapped in the curd, the less is lost in the whey. Ong et al.
(2007) observed differences between CFUs in whey and those in curds ranging
from 0.6 and 4.6 log with an average of 1.8 log CFU. Data from this study tend
towards a 2 log CFU difference (Table 1), which is therefore in line with the

literature.

Data show that the highest proportion of cells in curds was observed when
they were added at salting (Table 2). This would erroneously suggest that the best
inoculation point for high cell recovery in curds is at salting. This is not the case.
High losses in viability occur at this inoculation point as evidenced by the lowest
R/ ratio (Table 2). The high % of viable cells in pressed curd is presumably due to
the very small quantity of whey produced during pressing (about 1% of original
milk volume) as well as higher loss of viability of the probiotic culture during

rehydration in this salted and acid whey.

3.3 Viable counts during storage

Microencapsulation in alginate beads was shown to reduce viability losses

due to oxygen in yoghurt (Talwalkar and Kailasapathy, 2004), and it was hoped that
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ME by spray-coating would also reduce viability losses during storage by reducing
the exposure to both acidity and oxygen. Paired ¢ tests between comparative
viability data during storage showed that there was no significant difference
(P=0.08) in viability patterns between products inoculated with free or ME
cultures. This was in line with the data of Belvis ef al., (2006). The limited effect of
ME might be due to the low encapsulation level of the product used in this study,
which was estimated to be less than 10% (Champagne et al., 2010). Further studies
are required to determine the benefits of using encapsulated cultures similar to those

currently marketed by industry, which have up to 50% coating efficiency.

In the province of Québec (Canada), a fraction of cheddar cheese is
marketed as fresh curds. The cheese curds are packed in plastic bags and marketed
fresh, instead of being pressed and sold in blocks. Viable counts of these two
products during storage showed important viability losses of B. longum 15708
(Fig. 1). They were much higher when curds were not pressed into typical cheddar
blocks but packaged in plastic bags as free curds; paired ¢ tests showed this
difference to be statistically significant (P = 0.002). A lower oxygen level is
expected in pressed curds, which were subsequently packaged under vacuum than
in the free curds packed in plastic bags. The probiotic strain used in the present
study is sensitive to oxygen (Bolduc er al., 2006; Fortin er al., 2011), and it is
presumed that exposure to oxygen was much lower in pressed cheese. In addition,
the level of salt in moisture was higher in the free curds than in the corresponding
pressed cheese (P < 0.01 for both inoculation points) (Table 3). It has been shown
that the stability of this strain was lower in salted cheese than in unsalted curds
(Fortin et al., 2011). It must be kept in mind that the salt distribution in the cheese
matrix varies initially. During the first hours following salting, it is high at the
surface of the grains and it gradually decreases as the minerals diffuse towards the
core. It could be argued that cells at the surface of the grains suffer a salt shock. It is
unknown if the effect of salt on viability which was observed is linked to these

initial differences in salt distribution throughout the food matrix.
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Figure 1. Effect of pressing of curds on the subsequent viability of B. longum 15708
during storage. (o) Free cheese curds; (®) Pressed cheese. Results obtained from
free cell and ME cultures added to milk or during cheddarization were averaged.
Error bars represent Standard Error of the Means (SEM).

The effect of the point of inoculation on subsequent stability during storage
is not clear. A reduction of 0.4 log CFU - g™ during pressing was noted in products
inoculated at salting while no such loss in viability was noted in cheeses inoculated
in milk (Table 1). However, during storage, the products inoculated at salting were
more stable than those inoculated in milk (Fig. 2), and paired ¢ tests showed this
difference was statistically significant (P = 0.03). A previous study had also shown
that cells added at salting were stable during storage (Dinakar and Mistry, 1994),
but no comparison with other points of inoculation had unfortunately been carried

out. The cultures inoculated at the cheddaring step basically had the same pattern as
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those inoculated at salting (data not shown). Therefore, different patterns in
viability losses were noted as a function of inoculation point and storage period.

More data are needed to clarify these observations.

Loss in viability (Log,, CFU.g")
N

5 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (days)

Figure 2. Effect of the point of inoculation of B. longum 15708 during manufacture on
the culture’s stability during cheese storage. (©) Inoculation in milk before renneting;
(®) Inoculation at salting, prior to pressing. Data are the average of results obtained
with free cell and ME cultures, as well as those from curds and pressed cheeses. Error
bars represent Standard Error of the Means (SEM).

A common observation was the high loss of viability during the first day of
storage (Figs. I and 2) likely due to the higher temperature (23°C). It has frequently
been observed that refrigeration improves the stability of probiotics during storage
(Champagne et al., 2005). This distribution and marketing practice is carried out to
obtain desirable texture and flavour of the curds. Clearly, however, the 24-h room

temperature storage practice provides a challenge in maintaining probiotics
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viability. Interestingly, other studies without this particular storage pattern also
show initial viability losses, which are then followed by stabilization (Daigle et al.,
1999) or even growth (Ong et al., 2007). Therefore, although the high storage
temperature on day | might have accelerated the initial loss in viability of the
bifidobacteria, high rates of viability losses during the first few days or weeks of

ripening/storage seem to be a common occurrence in cheddar.

The fresh curds are typically consumed within | week, while the pressed
cheese can be stored and marketed over many weeks. Whatever the product, fresh
or pressed, this high initial viability loss limits the application of probiotics to
cheese with such a strain. The Canadian Food Inspection Agency (2009) requires
that one billion (10”) viable cells per portion be present in the product when
consumed in order to allow a general non-strain-specific claim. Even considering a
cheese portion to be 50 g, none of the experimental conditions used in this study
(ME, inoculation point) enabled reaching this population level. Therefore, strain
selection, inoculation in milk and high inoculation level still appear to be the best

methods of achieving high viable counts of probiotics in cheddar.

3.4 Effect of inoculation methods on the chemical
composition of cheeses

Yields in cheese varied between 10.3 and 10.7 kg cheese per 100 L of milk,
but these differences were not found to be statistically significant. Cheddar cheese
productions typically give yields around 9.5% (Mahaut et al., 2000). Since our
humidity levels (~39%) were higher than those typically obtained for cheddar
cheese undergoing ripening (~37%) (Mahaut er al., 2000), these yield values were
anticipated. There was a relationship between yields and moisture in cheese
(R =0.6). It must also be kept in mind that both curds and pressed cheese were used
in calculating the overall yield in this study while the typical calculation is based on

pressed cheese.
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Cheese composition is presented in Table 3. Paired ¢ tests showed that the
cheeses produced with the ME culture did not significantly differ from those
produced with free-cell cultures (data not shown). In all cheeses, glucose and acetic
acid concentrations were below 0.1 g - L' (data not shown). A high acetic acid
level would have indicated fermentative activity by the bifidobacteria (Ong and
Shah, 2009). However, since the population in probiotic cultures was only around
one million cells per gram of cheese (Table 1), it was presumably insufficient to

generate significant changes in the chemical composition.

Statistical analysis showed no significant effect of the point of inoculation of
B. longum on the chemical parameters in both products tested: pressed cheese and
free curds (Table 3). However, moisture and salt-in-moisture readings were
significantly higher in the free curds than in the pressed cheese while the opposite
was observed for TN and fat (Table 3). A higher moisture level in the free curds
indicates higher whey content. As a result, higher levels of compounds mainly
found in whey (soluble nitrogenous fractions, lactose and lactic acid) were expected
to be detected in the free curds. When individually comparing all six treatments in
the ANOVA analysis, the higher levels of lactose, lactic acid and soluble nitrogen
in free curds were not found to be statistically significant from those in the pressed
cheese (Table 3), but paired ¢ tests did detect the difference. As a rule the higher
WSN, TCA-SN, lactose and lactic acid values observed in free curds, as compared

to pressed cheese, were in correlation with the curds’ higher moisture content.

Chemical composition of the cheeses was altered during storage. Thus, an
increase in lactic acid concentration during storage (P < 0.05) was accompanied by
a decrease in lactose (Table 3). There were also increases in various soluble
nitrogenous fractions during the 14-day storage period (Table 3) (P < 0.05) as
previously reported for cheese ripening (Lacroix er al., 2010). This is attributed to
proteinase and peptidase activities of the mesophilic starter culture (Lane and Fox,
1997). The population in lactococci was around 10° CFU - g™' of cheese, which was

at least 100 times higher than that of the bifidobacteria. Therefore, the changes in




147

nitrogenous fractions, lactose and lactic acid were probably due to the action of the

starter culture.

3.5 Sensory analyses

The panel did not find any significant difference in texture between any of
the pressed cheese samples. This suggested that the addition of ME particles at a
0.27 g/L of milk did not influence sensory properties, whatever its addition time.
This is noteworthy because the ME cultures average particle size was above 250 pm
(Champagne et al., 2010). The addition of alginate-encapsulated cultures with
particle size above 100 um was shown to affect sensory properties of ice cream
(Sheu et al., 1993), and it was a concern that cheese made with the ME culture
would suffer the same defect. The low level of powder used during cheese making
might explain the absence of defect. It should be kept in mind that such a low level

of powder addition is typical of that encountered in industrial practice.

The addition of probiotics had no effect on flavour attributes of the pressed
cheeses, which was in line with the absence of a significant effect on cheese
composition (Table 3). This observation was expected because the concentration of
probiotics inoculated was low. At such CFU levels, another study also showed that
bifidobacteria do not influence the sensory properties of cheddar (Ong and Shah,
2009). It can then be concluded that addition of free or ME B. longum 15708 to
cheese does not alter its sensory qualities, still keeping in mind that further

experiments with higher bacterial concentrations need to be done.

4. Conclusion

This study confirmed various data in the literature with respect to the
addition of probiotics to cheese: (1) the highest CFU levels in cheese curds were

obtained when inoculation was carried out in milk rather that at the cheddaring step,
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(2) when milk was inoculated with bifidobacteria before renneting, the viable cells
recovered at the end of cheesemaking increased, suggesting that growth occurred
during processing; however, the opposite was noted when inoculation was carried
out at the cheddaring step and (3) salting of the cheddar curds is detrimental to the

viability of bifidobacteria.

In addition, many new observations were made: (1) there were increased
cell losses in whey when ME cultures of the bifidobacteria were added before
renneting, (2) inoculation with probiotics at the salting stage resulted in lower CFU
counts in pressed cheese than when they were added to milk prior to renneting,
(3) ME did not affect cell recovery in curds, (4) the 1-day storage period at room
temperature of fresh cheddar cheese is highly detrimental to the viability of B.
longum, (5) viability losses during a 14-day storage were lower when the curds
were pressed and vacuum-packed than when marketed as free curds in bags, (6)
bifidobacteria added at the salting step which survived pressing were subsequently
more stable during storage than those inoculated in milk and showed similar
behaviour to bifidobacteria added at the cheddaring step, (7) addition of probiotics
did not significantly affect pressed cheese composition, (8) addition of ME culture

particles did not affect sensory properties of pressed cheese.

In the past, probiotic cultures were selected for their ability to survive in the
food product. Today, strain selection is mostly based on demonstrated clinical
effects. Data from this study show that the fresh cheddar cheese environment can be
highly detrimental to probiotics viability, particularly during storage. As a result,
CFU decreased more than | log, which arguably, is the limit for commercial
acceptability. The point of inoculation is an important technological parameter to
ensure recovery and stability of the cultures in cheese. However, for some strains,
improvements in microencapsulation or additional technological means to prevent

viability losses still need to be developed.
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Chapitre 5

Discussion et conclusions
générales de toute 1I’expérimentation
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Discussion générale

Cette étude avait pour objectif global de développer un protocole afin d’améliorer la
viabilité et la rétention de bactéries probiotiques dans le fromage cheddar frais.
Plusieurs stratégies technologiques ont été testées au courant de 1’étude : 1’ajout des
bactéries a trois différents moments lors de la fabrication fromagere, la
microencapsulation, le taux d’inoculation et I’entreposage des fromages sous deux
formes différentes, soit les grains et les blocs. Un autre objectif de la recherche était
de démontrer que la microencapsulation est une technique appropriée pour
améliorer la viabilité de probiotiques sensibles a I’oxygene, lorsqu’ils sont ajoutés a
une matrice fromagére. La recherche qui a été menée a bien répondu a ces objectifs,

par I’entremise de différents moyens.

L’hypothése 1 stipulait que «les probiotiques varient quant a leur sensibilité a
’oxygene et il sera possible de trouver une culture affectée par I’oxygene lors de la
fabrication ». La premiere étape de la recherche était donc de dénicher une souche
probiotique sensible a 1’oxygene lors de la fabrication de fromage. Pour atteindre
cet objectif, il s’avérait nécessaire de trouver une fagon de simuler une fabrication
fromagere sous atmosphére réduite en oxygéne. De ce fait, un protocole de
fabrication de fromage a I’échelle du laboratoire a été élaboré, basé sur d’autres
€tudes ayant utilisé des fabrications de fromage miniatures pour vérifier certaines
hypotheéses (Morin et al., 2008). Le protocole respectait les différentes étapes de la
fabrication de fromage cheddar, les températures et les temps de cuisson et
d’incubation requis. Par contre, afin de s’assurer que la mortalité des bactéries serait
bien attribuable a I’oxygene et non 4 un autre facteur, les fabrications de caillé ont
été faites sans ajout de ferments lactiques pour éviter I’acidification du lait et sans
ajout de sel. Ces essais de mini-fromagerie sont décrits dans le chapitre 3 et ont
révél€é que, pour Bifidobacterium longum 15708, les comptes microbiens dans les
caillés étaient affectés positivement par une teneur réduite en oxygene.

L’hypothése 1 fut donc confirmée dans des essais réalisés en absence de ferments.
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Des travaux supplémentaires a I’échelle laboratoire ont été réalisés en présence des
ferments lactiques et avec salage afin de tester ’hypothése 2 (I’ajout de ferments et
le salage affecteront la viabilité des probiotiques). En effet, B. longum 15708 devait
€tre en mesure de résister aux conditions acides et a la salinité du fromage, car la
microencapsulation utilisée dans le cadre de cette étude visait la protection de
I"oxygene et non de ces autres facteurs. Des essais de mini-fromagerie ont été faits
avec la souche choisie, qui ont permis de démontrer la résistance du probiotique
lors de la fabrication fromagere. B. longum ne croit pas beaucoup au cours de la
fabrication, donc la présence des ferments lactiques n’a pas une grande influence
sur elle. D"ailleurs, ce résultat était attendu, puisque I’espéce B. longum est réputée
comme plus résistante & ’acidité que d’autres probiotiques (Lankaputhra et Shah,
1996). Par contre, la souche a présenté une importante sensibilité au sel.
L’hypothése 2 a donc été confirmée pour I’effet du salage, mais pas pour ’action

négative de la fermentation lactique.

Ces essais se voulaient également des essais préliminaires afin d’observer les
différences de viabilité et rétention des probiotiques lors de I’ajout dans le lait au
départ et a la cheddarisation. En résumé, on peut tirer de cette expérience que
B. longum a beaucoup de difficulté a survivre a de hauts taux dans le fromage. Une
mortalité importante a été observée durant la fabrication fromagere et surtout au
cours de I’entreposage. Malgré cela, différentes observations ont pu étre faites au
sujet du moment d’inoculation. Entre autres, il a été démontré que I’addition des
probiotiques dans le lait semble plus efficace pour assurer une meilleure viabilité
des cellules au cours de I'entreposage du fromage, en comparaison avec I’ajout des
cellules a la cheddarisation. L’addition des cellules dans le lait permet également
d’obtenir une meilleure rétention des probiotiques dans le caillé fromager. Ces
conclusions semblent bonnes, puisque les mémes observations ont été faites par
'équipe de Songisepp (2004), qui avait également testé les deux moments
d’addition. Le résultat de meilleure rétention des cellules lors d’ajout dans le lait
infirme par contre I’'hypothése 3. Méme une inoculation des cellules a plus forte

concentration dans le caillé avant la cheddarisation (2,7 x 10’ UFC/g ou
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2,7 x 108 UFC/g) n’a pas permis une distribution différente des probiotiques entre

le caillé et le lactosérum ni de différence de taux de viabilité.

Suite a ces expérimentations, la microencapsulation de B. longum 15708 s’est
avérée une avenue intéressante pour protéger la souche lors de la fabrication
fromagere. 1l fallait donc développer une technique de microencapsulation simple et
efficace qui pourrait étre utilisée en industrie alimentaire. La technique choisie a été
le spray-coating par enrobage avec un polymére de gras, un protocole basé sur la
méthode utilisée par Durand et Panes (2003). Pour réaliser la technique
d’encapsulation, les probiotiques a encapsuler devaient étre sous forme lyophilisée.
De ce fait, une grande quantité de culture liquide du probiotique a été produite et
réduite en poudre par un procédé de lyophilisation décrit dans le chapitre 4. Une
grande quantité de lyophilisat de B. longum devait étre obtenue afin d’avoir
suffisamment de culture pour tous les essais de fromagerie sous forme libre et
encapsulée. En effet, il a été décidé d’utiliser un seul lot de lyophilisat de bactéries
libres et de bactéries microencapsulées afin de réduire la variabilité entre les essais.

La procédure pour la microencapsulation est également décrite dans le chapitre 4.

Une fois les cultures de probiotiques prétes, nous avons pu passer aux fabrications
fromageres. Ces fabrications avaient plusieurs objectifs principaux. Nous voulions
en fait démontrer que plusieurs stratégies technologiques peuvent étre utilisées afin
d’améliorer la viabilit€ d’une bactérie probiotique sensible aux conditions
retrouvées dans le fromage comme B. longum 15708. Notre hypothése 4 était que la
microencapsulation permettrait d’augmenter la viabilité du probiotique au cours de
la fabrication fromagere et de I’entreposage du fromage. Il était également attendu
que la microencapsulation permettrait d’améliorer le taux de rétention des

probiotiques dans la matrice fromagére.

De plus, trois moments pour I’addition des cellules ont également été testés pour
Pinoculation au cours de la fabrication de fromage. L’hypothése 5 au départ était

qu’un ajout plus tardif des bactéries permettrait d’améliorer la viabilité et la
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rétention des probiotiques dans le fromage. Les essais préliminaires ont toutefois
démontré que I’ajout dans le lait semblait plus approprié pour I’amélioration de ces
facteurs. Comme il s’agissait d’essais préliminaires, réalisés A 1’échelle laboratoire,
il était nécessaire de répéter les conditions de cette stratégie technologique lors de
fabrications de fromage en usine pilote. De plus, un autre moment d’addition a été
test€, soit ’ajout lors du salage des grains. Les essais de mini-fromagerie ayant
démontré que B. longum 15708 est sensible au sel, il était probable qu’il ne s’agirait
pas du moment d’addition le plus approprié pour assurer une meilleure viabilité des
cellules libres, mais I'effet de ce moment d’addition dans le cas des cellules
microencapsulées pouvait &tre prometteur. Les trois moments d’addition ont été
testés et ont permis d’observer les différences de viabilité et de rétention pour les
cellules libres et les cellules microencapsulées. 11 était attendu (hypothése 3) que la
rétention des probiotiques encapsulés serait meilleure dans le fromage lors d’un
ajout plus tardif au cours de la fabrication, puisque la perte dans le lactosérum serait

moins importante.

Les résultats de I’étude préliminaire (rejet de 1’hypothése 3) ont pu étre confirmés
avec cette nouvelle série d’essais pilotes. En effet, les probiotiques qui ont été
ajoutés dans le lait présentaient une meilleure viabilité et présentaient méme une
1égere croissance au cours de la fabrication de fromage. De plus, le sel s’est encore
avéré dommageable pour B. longum, plus que tout autre facteur dont la présence
d’oxygene (confirmation de I’hypothése 2). Ces résultats sont trés intéressants
puiqu’ils confirment I'hypothése 9 a I’effet que le protocole de mini-fromagerie
€laboré pour I'étude préliminaire fonctionne et permet d’obtenir des résultats
semblables a la fromagerie traditionnelle pour I’étude de I’ajout des probiotiques au

fromage.

Les résultats de ces essais démontrent également que la méthode de
microencapsulation utilisée lors de cette recherche ne permet pas d’obtenir de
meilleurs taux de rétention des cellules dans le fromage. Il semble méme y avoir

une perte plus importante du probiotique dans le lactosérum lors de I’ajout dans le
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lait dans le cas des cellules microencapsulées, ce qui infirme I’hypothése 4. Par
contre, les effets de la microencapsulation s’arrétent avec ces constatations, puisque

les autres effets se sont avérés non significatifs selon les tests statistiques.

Deux causes peuvent entrer en jeu pour ces résultats moins concluants. En fait, des
tests de dissolution des cellules microencapsulées ont permis de démontrer qu’un
taux de moins de 10% de ces bactéries est totalement encapsulé. La protection des
cellules est donc moins grande et I’effet de la microencapsulation devient moins
important. Ce probléme était a prévoir, puisqu’il peut étre assez difficile d’utiliser la
technologie du spray-coating; méme les poudres microencapsulées vendues
commercialement n’ont qu’un pourcentage d’encapsulation compléte d’environ
50% (Champagne et al., 2010). On ne peut donc pas statuer définitivement sur le
bénéfice de la microencapsulation pour protéger des cellules sensibles lors de la
fabrication de fromage cheddar, puisque plusieurs autres technologies, polyméres
d’encapsulation ou méme un autre lot de cellules auraient peut-étre donné des
résultats différents quant a la viabilité et rétention des probiotiques dans la matrice

fromagere.

Concernant le moment d’addition des probiotiques, plusieurs conclusions ont pu
étre tirées. Tout d’abord, il semble y avoir une mortalité assez rapide de B. longum
lors de I’inoculation au salage. En effet, on observe un déclin dans la population
apres le pressage du fromage. Cette différence s’est méme avérée statistiquement
significative en comparaison avec le fromage a I’étape du pressage dans lequel les
probiotiques ont été ajoutés dans le lait, ce qui s’explique par la 1égere croissance
observée pour la population de probiotiques de ces fromages. Par contre, les
probiotiques ajoutés au salage sont trés résistants lors de I’entreposage du fromage
et survivent méme en plus forte proportion que ceux des fromages ol I’ajout a été
fait dans le lait. Enfin, il a été démontré que I'effet de la réhydratation des
probiotiques lyophilisés est trés important sur la population de probiotiques. 1l
semble que la réhydratation d’un lyophilisat de B. longum en milieu acide et salé est

tres dommageable, puisqu’une forte proportion des cellules est perdue uniquement a
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ce moment pour les trois moments d’addition testés. Ces résultats étaient attendus,
puisqu’il est connu que la réhydratation et les conditions de réhydratation de
cellules probiotiques lyophilisées peuvent grandement influencer la viabilité des

cellules (Meng et al., 2008). Ces résultats entrainent le rejet de I’hypothese 5.

Pour tester ’hypothése 6, des décomptes des probiotiques viables ont été réalisés
sur une période de 14 jours d’entreposage des fromages en blocs et des fromages en
grains pour tous les traitements. Les résultats ont démontré que le premier jour
d’entreposage est trés néfaste pour la population de B. longum. Effectivement, une
forte proportion de la culture probiotique est perdue uniquement dans les premieres
24 heures d’incubation, probablement A cause de la température élevée
d’entreposage. Cette pratique est toutefois nécessaire 3 ’obtention de la texture
désirée du produit, ce qui crée un défi pour la production de fromage enrichi de
probiotiques. Il a également €té observé que la viabilité de B. longum est meilleure
sur une période de 14 jours pour les fromages en blocs gardés dans des paquets sous
vide que pour les grains gardés dans des sacs sous atmosphére ambiante. Cette
observation était attendue et confirme I’hypothése 6, puisque la sensibilité de la
souche a I’oxygene avait été démontrée lors de I’étude préliminaire (Fortin et al.,
2011a). De plus, le taux de sel/humidité est plus élevé dans le cas des grains, ce qui

contribue certainement a la mortalité du probiotique.

Pour tester I’hypothése 7, une série d’essais a été réalisée ou I’inoculation au
moment de la cheddarisation a été augmentée par un facteur de 10. Le taux
d'inoculation n’affecte pas le pourcentage de distribution de ces bactéries entre le
caillé et le lactosérum. De plus, le pourcentage d’inoculation des probiotiques
n'affecte pas I’évolution des pertes de viabilité pendant le stockage. Aux densités
inoculées (2.7 x 10’ UFC/g ou 2.7 x 108 UFC/g), contrairement a certains produits
lyophilisés, ’augmentation de la population de bactéries n’a pas affecté leur

stabilité. L’hypothése 7 ne s’est donc pas confirmée.
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Le dernier objectif de la recherche (hypothése 8) était de vérifier si I’ajout des
probiotiques dans le fromage modifiait sa composition chimique ou ses qualités
organoleptiques. En effet, il est possible que le probiotique libére certaines
molécules indésirables dans le fromage (comme I’acide acétique) ou modifie la
texture ou I’aspect du fromage, surtout dans le cas des cellules encapsulées qui
pourraient étre perceptibles vu leur important diametre (Kailasapathy, 2006;
Adhikari et al., 2000). De ce fait, des prélevements ont été faits & différents
moments au cours de I’entreposage du fromage, afin de réaliser des tests sensoriels
et biochimiques et ainsi déterminer les différences entre les fromages inoculés aux
bactéries libres ou encapsulées et selon le moment d’addition. Le protocole suivi
pour les analyses sensorielles a été basé€ sur la comparaison des fromages-test avec
un témoin, dans le but de déterminer s’il y avait une différence. Les panellistes
avaient a analyser deux attributs du fromage et déterminaient la différence
remarquée avec le témoin en sélectionnant un choix sur une échelle hédonique de 6
points, allant d’aucune différence a une différence extréme (St-Gelais et al., 2008;
Ong et al., 2007a).

Ces tests ont démontré que I’addition des probiotiques a environ 1 million de
cellules par mL ne modifie pas les parametres biochimiques du fromage ni ses
qualités sensorielles. En effet, les effets étaient négligeables sur I'humidité, la
salinité, les taux de maticres grasses, de protéines et de différents sucres et acides
importants. L’acide acétique n’a été retrouvé que sous forme de trace pour quelques
essais seulement et les analyses sensorielles ne démontraient pas de différence
statistique entre les fromages testés. En somme, I’addition de B. longum 15708 dans
le fromage peut étre faite sans crainte de modifier les caractéristiques du cheddar
frais. L’ajout de la culture encapsulée n’a pas eu d’effet non plus. L’hypothese 8 ne
s’est donc pas confirmée. Ceci est potentiellement associé au taux d’inoculation

utilisé.
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Conclusions générales et perspectives futures

Cette recherche a su démontrer quelques-uns des défis reliés a I’ajout d’une souche
probiotique a un aliment dans un but commercial. Dans notre cas, nous avions
sélectionné une souche probiotique sensible 2 différentes conditions qui se
retrouvaient dans I’aliment visé pour les essais. Les défis sont 2 ce moment encore
plus importants, afin de réussir & maintenir une bonne viabilité des probiotiques.
Les stratégies technologiques utilisées ont toutes permis des conclusions
intéressantes quant a I'utilisation future dans ’industrie fromaggre, mais n’ont pas
permis d’améliorer suffisamment la viabilité de B. longum 15708 au cours de la
production et de I’entreposage du fromage cheddar pour permettre 1'utilisation
commerciale de cette souche particuligre. On peut donc conclure que le choix de la
souche probiotique demeure trés important pour les industries alimentaires, puisque

la survie de cette souche dans I’aliment peut représenter un défi tres important a

relever.

Dans le cas de B. longum 15708 additionné dans le fromage cheddar, plusieurs
avenues pourraient étre étudiées pour permettre d’obtenir un apport suffisant de ce
probiotique dans I’aliment. Tout d’abord, des méthodes différentes de
microencapsulation pourraient étre étudiées et des polyméres d’encapsulation
différents pourraient étre utilisés. De petits changements 2 la méthode de spray-
coating utilisée dans cette recherche pourraient également étre faits afin d’obtenir
une poudre microencapsulée présentant un plus fort pourcentage de cellules
totalement enrobées. De nouveaux essais avec cette souche encapsulée plus
efficacement permettraient peut-étre d’obtenir des résultats statistiquement
significatifs. De plus, une double encapsulation pourrait &tre appliquée sur les
cellules, ce qui augmenterait les chances d’obtenir des cellules totalement
microencapsulées. Une encapsulation plus efficace pourrait potentiellement
permettre une meilleure résistance de B. longum au sel et i la réhydratation. Une
autre fagon d’améliorer les rendements pourrait étre d’inoculer les probiotiques

sous une autre forme que lyophilisée. Cette technique est moins facilement

S ——
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utilisable en industrie alimentaire, mais il s’agirait d’une fagcon d’améliorer la
viabilité des cellules. A titre d’exemple, une culture pourrait &tre faite en milieu
laitier ou avec la culture de ferments et ajoutée sous forme liquide dans le lait pour
la fabrication de fromage, ce qui permettrait de réduire et méme inhiber ’effet de la
mortalité a la réhydratation. On pourrait également changer de type de fromage si
aucune stratégie ne permettait d’obtenir des résultats concluants, ce qui permettrait
de modifier les paramétres retrouvés au cours de I’entreposage et pourrait permettre
une meilleure viabilité des probiotiques. A titre d’exemple, le camembert serait 2
explorer en raison de I’action potentielle des levures et moisissures sur le pH et la

teneur en oxygene dans le caillé lors de I’affinage.

Bref, dans le domaine des aliments nutraceutiques enrichis de probiotiques, les défis
sont importants, mais jamais irréalisables, puisque les possibilités pour améliorer

les rendements sont presque infinies!
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Graphique présenté dans Iarticle du chapitre 3 (Fortin et al., 2011a), mais incluant
tous les écarts-types des différents résultats.
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Figure 1: Viable counts of B. longum 15708 in model cheese throughout storage

(1 day at 22°C and 20 days at 4°C).

Legend:

Inoculation in milk/salted curds (- @),

Inoculation in milk/unsalted curds (*O-+),

Inoculation prior to cheddarization/salted curds (—A—),
Inoculation prior to cheddarization/unsalted curds (—A—),
Inoculation at 10x prior to cheddarization /salted curds (---W---),
Inoculation at 10x prior to cheddarization /unsalted curds (---[J---)







