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RESUME

RESUME

L’objectif du présent travail consiste en 1’évaluation de I’effet de I’anticoccidien
naturel a base de la plante Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus
acidilactici et Saccharomyces cerevisiae.

Dans la premicre partie de 1’étude, nous avons étudié ’effet de différentes concentrations de
I’extrait de Yucca schidigera sur la croissance de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces
cerevisiae au milieu solide. Les résultats obtenus ont révélé que les concentrations testées de
Yucca schidigera n’ont montré aucun effet sur la croissance de P. acidilactici, alors des zones
d’inhibition de S. cerevisiae ont été observées a partir de la concentration 10ul/ml
augmentaient considérablement avec la concentration de 1’extrait.

Dans la deuxiéme partie de 1’étude, nous avons évalué 1’effet de I’extrait de Yucca schidigera
sur I’association probiotique de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae en
milieu liquide par suivi de croissance dans différents intervalles de temps et mesure de pH.
Les résultats obtenus ont montré que ’enrichissement de milieu de culture par 1’extrait de
Yucca schidigera a affecté le temps de génération ; soit un gain de temps de génération de
8min pour P. acidilactici, et un ralentissement de croissance de S. cerevisiae a 1’ordre de
23min de temps de génération.

Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons dire que la formulation a base de
I’anticoccidien a base de plante Yucca schidigera et les deux probiotiques P. acidilactici et
S. cerevisiae demeure intéressante comme alternative aux suppléments d'antibiotiques dans
'élevage des volailles, malgré que la levure a montré une sensibilité en présence de cet
extrait.

Mots clés : Yucca schidigera, Pediococcus acidilactici, Saccharomyces cerevisiae, temps de
génération, probiotiques.
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Abstract

The objective of this work is the evaluation of the natural anticoccidial effect of the
plant Yucca schidigera on the probiotic combination of Pediococcus acidilactici and
Saccharomyces cerevisiae.

In the first part of the study, we investigated the effect of different concentrations of
Yucca schidigera extract on the growth of Pediococcus acidilactici and Saccharomyces
cerevisiae in solid medium. The results proved that the concentrations tested Yucca
Schidigera showed no effect on growth of P. acidilactici, while zones of inhibition of S.
cerevisiae were observed from the concentration 10ul / ml increased significantly with the
concentration of the extract.

In the second part of the study, we evaluated the effect of Yucca schidigera extract the
probiotic combination of Pediococcus acidilactici and Saccharomyces cerevisiae in liquid
medium followed by growth in different time intervals and measuring pH. The results
obtained showed that the enrichment of culture medium with the extract of Yucca Schidegera
affected generation time; or save time 8min generation for P. acidilactici and S. cerevisiae of
slowing growth in the order of generation time of 23min.

Based on the results, we can say that the formulation based on the anticoccidial herbal
Yucca schidigera and both probiotic P. acidilactici and S. cerevisiae remains attractive as an
alternative to antibiotics in the rearing of supplements poultry, although the yeast showed a
sensitivity in the presence of the extract.

Keywords: Yucca schidigera, Pediococcus acidilactici, Saccharomyces cerevisiae,
generation time, probiotics.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

L’usage des antibiotiques en tant que facteurs de croissance dans 1’alimentation des
animaux a été interdit en Europe depuis le 1 janvier 2006 et en Algérie en 2012. Dans le
souci de maintenir un niveau satisfaisant de production, plusieurs ingrédients additionnels a la
ration alimentaire des animaux améliorent la résistance aux maladies et participent par leurs
propriétés et leurs molécules bioactives a 1'état de santé général des animaux, ont été
entreprises récemment comme alternative a 1’utilisation des antibiotiques, dont les enzymes,
les acides organiques, les extraits des plantes naturelles, les probiotiques et les prébiotiques
(Dorman et Deans, 2000).

Les probiotiques se définissent comme un supplément alimentaire de microbes vivants qui a
un effet bénéfique sur I’animal héte. Ils sont présentés comme de futurs ingrédients capables
de controler le portage et la dissémination d’agents pathogénes et zoonotiques. De nombreux
travaux ont montré qu’en plus de ’efficacité zootechnique (Simon, 2005 et Vittorio et al.,
2005) les probiotiques ont des effets bénéfiques sur la santé des volailles (Awad et al., 2005 ;
Vandeplas et al., 2009 et Higgins et al., 2010). Les travaux de Djezzar et al. (2013 et 2014)
ont montré que l’utilisation de Pediococcus acidilactici (Bactocell, souche MA 18/5M)
permet certes une amélioration des performances des poulets dans nos conditions d’¢levage.

Les extraits de plantes ou certains de leurs métabolites, possédent diverses activités
biologiques ; antimicrobienne, antiparasitaire antioxydant et anti-inflammatoire, pouvant
intervenir dans le maintien de la sant¢ de ’animal. D’ailleurs, 1’extrait a base de la plante
Yucca schidigera (Yuquina XO) a montré son efficacit¢é comme anticoccidien dans nos
conditions d’¢élevage de poulets (Djezzar et al., 2014).

Des travaux antérieurs sur les modes d'action des extraits de plantes et des souches
probiotiques ont démontré la possibilité de synergie entre ces composants. Kim et al. (2007)
ont suggéré que des extraits de végétaux et des Lactobacillus spp. pourraient étre utilisés
comme alternatives aux antibiotiques pour I'amélioration des performances de croissance des
poulets de chair. Sarker et al. (2010) ont rapporté également que le thé vert fermenté améliore
la prise de poids et n'a aucun effet négatif sur le profil sanguin des veaux. De méme, Kim et
al. (2010) ont étudié une association entre des plantes médicinales avec des probiotiques et
ont conclu que Alisma canaliculatum, Viscum album, et Cornus officinalis avec des
probiotiques pourraient étre utilisés comme substituts des antibiotiques pour augmenter les
performances de croissance et renforcer la réponse immunitaire des porcs en croissance.
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En effet, dans une étude menée sur des poulets de chair, Hossain et al. (2011) ont noté que des
souches de probiotiques associé¢ avec Alisma canaliculatum inhibent la prolifération d’E. coli,
et n’ont pas d’effets néfastes sur les performances des poulets.

Sur la base de ces observations et en vue d’une application in vivo, nous nous proposons
d’étudier in vitro 1’effet de D’anticoccidien a base de la plante Yucca schidigera sur
’association probiotique de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae sp.

Nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

e FEtudier I’effet de I’extrait de Yucca schidigera sur la croissance de Pediococcus
acidilactici et Saccharomyces cerevisiae en milieu solide.

e FEtudier leffet de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus
acidilactici et Saccharomyces cerevisiae en milieu liquide.
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PARTIE PRATIQUE CHAPITRE 1

Chapitre |
MATERIELS ET METHODES

Le présent travail est une continuité de 1’étude réalisée dans le cadre d’un mémoire de
fin d’¢tude (Belkaid, 2014) portant sur 1’évaluation des interactions entre deux probiotiques
Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae et quelques souches pathogenes du
tractus digestif du poulet de chair. Les résultats obtenus ayant montré qu’il existe une
interaction de type proto-coopération (stimulation) entre S. cerevisiae et P. acidilactici.

En vue d’une application in vivo de cette association probiotique en élevage de volailles, et vu
le probléme de la coccidiose pathologie parasitaire trés récurrente dans nos élevages, dont les
moyens de lutte contre cette parasitose se résument a 1’'usage d’anticoccidiens chimiques dans
I’aliment et 1’eau de boisson, et toujours dans un but d’utiliser les produits naturels dites bio,
nous nous proposons d’associer avec ces deux probiotiques un extrait naturel a base de la
plante Yucca schidigera comme anticoccidien.

Pour cela, nous avons lancé la présente étude qui se propose d’étudier I’effet de 1’extrait
naturel de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus acidilactici et
Saccharomyces cerevisiae par:

1. L’¢tude de ’effet de différentes concentrations 1’extrait de Yucca schidigera sur la
croissance de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae au milieu solide.

2. L’étude de ’effet de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus
acidilactici et Saccharomyces cerevisiae en milieu liquide par suivi de croissance dans
différents intervalles de temps et mesure de pH.
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Période et lieu de I’étude

L’ensemble de ce travail a été réalisé au laboratoire de post graduation de biologie (P
GUETARNI) de I’université de Blida 1, durant la période de mars a septembre 2015.

1.1. Matériel

1.1. Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé est :

e Deux souches de probiotiques:

- La bactérie lactique P. acidilactici sous la forme de poudre hydrodispersible,
commercialisée sous la désignation (Bactocell®) produite par la Société
Lallemand.

- La levure S. cerevisiae sous la forme de poudre hydrodispersible,
commercialisée sous la désignation (Levucell®) produite par la Société
Lallemand

e Un anticoccidien a base de la plante Yucca schidigera sous forme d’un liquide
«Norponin XO» produit par la sociét¢ NORFEED SUD (France).

1.2. Milieux de culture et réactifs

Les milieux de culture utilisés lors de ce travail sont rapportés dans (le tableau 8)

Tableau 8 : Les différents milieux de cultures utilisés

Milieu de culture Utilisation

Gélose MRS Culture de Pediococcus acidilactici

« MAN ROGOSA et SHARP »

Gélose Sabouraud Culture de Saccharomyces cerevisiae
Bouillon TSE Diluant

«Tryptophane Sel Eau »

Bouillon nutritif Milieu pour la technique en milieu liquide
Gélose Muller-Hinton Milieu pour la technique en milieu solide

Les réactifs utilisés sont :

e Violet de gentiane, lugol et fuchsine pour la coloration de Gram.
¢ Bleu de méthyle

&
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1.3. Les équipements de laboratoire

Les appareils et les verreries utilisés dans ce travail sont donnés au (tableau 9).

Tableau 9 : Les équipements de laboratoire utilisés

Verrerie Appareillages Autres matériel

e Tubes a essai secs stériles e Balance e Ecouvillon sterile

e Pipettes Pasteur e Autoclave e Disques vierges

e Pipettes graduées stériles | ® Etuve a 37 °C e Microfiltres
(Iml, Sml et 10ml) o Réfrigérateur e Bain marie

e Flacons stériles e Microscope optique e Portoirs

e Béchers stériles e Plaque chauffante e Bec bunsen

e Erlenmeyer e Micropipette (1000ul et | e Boites de Pétri

e Lames 500 ul) e Eppendorf

e Lamelles e PH meétre
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1.2. Méthodes

2.1. Revivification des souches

La revivification des probiotiques a été réalisée a partir des cultures lyophilisées. Un aliquote
de poudre de P. acidilactici est repiqué dans 7ml de bouillon MRS et incubation a 37°C
pendant 24h. Pour la poudre de Saccharomyces Cerevisiae, un aliquote est inoculé¢ dans 7ml
de bouillon Sabouraud et incubé a 25°C pendant 24h. Les suspensions ont été utilisées pour
ensemencer par ¢talement des boites de Pétri contenant en préalable ; le milieu gélos¢ MRS
pour P. acidilactici laquelle a été¢ incubée a 37°C pendant 48 heures, et le milieu gélosé
Sabouraud pour Saccharomyce Cerevisiae, laquelle a été incubée a 25°C pendant 5 jours.

Aprés incubation, des tests ont été réalisés afin de vérifier la viabilité et la pureté de
probiotique:

o Observation macroscopique des caractéres des colonies: forme, couleur,
contour, taille.

o Observation microscopique avec un examen a I’état frais (pour observer la
mobilité, la forme, I’arrangement des cellules) suivi d’une coloration de Gram,
et de bleu de méthylene.

2.2. Préparation de I’inoculat

e Pediococcus acidilactici
L’inoculum P. acidilactici a ét¢ préparé par repiquage de deux colonies sur milieu gélosé dans
du bouillon MRS pendant 18 heures a 37°C.

e Saccharomyces cerevisiae
L’inoculum de la levure est préparé par ensemencement a partir des étalements sur boites
dans du bouillon Sabouraud pendant 18 heures a 25°C.

2.3. Etude de Deffet de différentes concentrations ’extrait de Yucca schidigera sur la
croissance de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae au milieu solide

2.3.1 Préparation de différentes concentrations d’extrait de Yucca schidigera

A partir de ’extrait de Yucca schidigera des dilutions ont été réalisé avec 1’eau distillée stérile
afin d’arréter différentes concentrations allant de 0.1 a 30ul/ml.

2.3.2. Technique en milieu solide

Nous avons utilis¢ la méthode des disques (figure 6).
e Ensemencement

L’ensemencement a ét¢ fait selon les étapes suivantes :
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- Tremper I’écouvillon stérile dans I’inoculum (P. acidilactici ou S. cerevisiae).

- Enlever l'excés d'inoculum par pression sur les bords du tube.

- Ecouvillonner régulierement en frottant délicatement 1’écouvillon sur la gélose
MRS pour P. acidilactici et Sabouraud pour S. cerevisiae, en tournant
plusieurs fois la boite de fagon a croiser les stries jusqu'a ensemencement de la
totalité de la surface.

Application des disques

Des disques d’un diameétre de 6 mm imbibés par I’extrait a différentes concentrations sont
déposés a la surface du milieu gélosé ensemencé, en respectant une distance minimale de
30mm entre deux disques.

Nous avons utilis¢ comme témoin négatif des disques imprégnés d’eau distillée stérile et
comme témoin positif des disques imprégnés par I’Ampicilline (antibiotique) et le
Fluconazole (antifungique).

Incubation
L’incubation a été faite a la température de 37°C pendant 24h pour P. acidilactici et 25°C
pendant 48h pour S. cerevisiae.

Lecture
Absence ou présence de zones claires autour des disques. Des zones d’un diameétre €gal ou
supérieur a 8mm sont révélatrices d’une inhibition (Anastasiadou et al., 2008).
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) Souche Disques imbibés de
N probiotique J \) J !

déférentes
J J J concentrations
d’extrait témoin

positif+ témoin-
\_/ J UV

Ensemencement

sur milieu solide

zone
d’inhibition

Incubation

Absence de zone
d’inhibition

Figure (6) : Illustration de I’effet de différentes concentrations 1’extrait de Yucca
schidigera sur la croissance de Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae au
milieu solide
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2.4. Etude de Deffet de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus
acidilactici et Saccharomyces cerevisiae

Afin d’évaluer Deffet de I’extrait de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de
Pediococcus acidilactici et Saccharomyces cerevisiae, la croissance de chacun d’eux a été
suivie dans le bouillon nutritif seul et enrichis avec cet extrait a raison de 1pul/ml de bouillon.

La cinétique de croissance a différents temps (Oh, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h, 48h, et 72h) a
été évaluée par dénombrement des cellules viables sur milieu gélosé et le pH du milieu cultivé
a été¢ mesuré aux mémes intervalles.

Technique

Deux séries de neuf tubes ont été préparé ; la premicre, les tubes contenant 10ml de bouillon
nutritif sert comme témoin, cependant, la deuxiéme les tubes ont été¢ remplis avec 10ml de
bouillon nutritif additionné de 1’extrait de Yucca schidigera. Chaque série a ét€¢ ensemencée a
raison 100ul par tube par I’inoculum de P. acidilactici et de S. cerevisiae préalablement
préparés (figure 7).

» Mesure du pH
Le pH du milieu de culture est mesuré au moyen d’un pH meétre a temps réguliers : Oh,
4h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h, 48h et 72h.

» Dénombrement
Une série de dilutions décimales (10'1, 10'2, 10'3, 10'7) dans des tubes contenant 9
ml de TSE a été préparée pour chaque culture.

Seules les trois dernieres dilutions sont ensemencées a raison de 0,1ml de chaque dilution sur
des boites de Pétri contenant au préalable le milieu spécifique pour chaque souche :

o Gélose MRS pour P. acidilactici.

o Gélose Sabouraud chloramphénicol pour S. cerevisiae.

Apres 24h a 48h d'incubation a 37 °C pour P. acidilactici et 5 jours a 30 °C pour S.cerevisiae,
les colonies qui apparaissent dans les boites contenant entre 30 et 300 colonies par boite sont
comptées par observation a I'eeil nu ou sous la loupe. Le dénombrement est réalisé selon la
formule suivante :

Xc

1,1xd

&



o A A

A

PARTIE PRATIQUE CHAPITRE 1

Ou : N : concentration en cellules viables (UFC/ml), X ¢ : somme des colonies comptées sur
les deux boites successives ; d : taux de dilution correspondant a la premiére dilution; V :
volume de la suspension ensemencée.

Apres on détermine le log du nombre des UFC/ml, le taux de croissance ( £ ) et le temps de

génération (G).

e Taux de croissance (i, h™) ou le nombre des divisions qui se produisent dans une
heure:

1= (Log N-Log No) / (t —t;) Log 2 (h ™)

ou:
Ny - nombre initial de cellules de milieu, en UFC/cm3
N - nombre de cellules pendant le temps t, en UFC/cm3
to - temps zéro de la détermination, en h

t - intervalle du temps étudié, en h

e Temps de génération (G) représente ’intervalle du temps nécessaire pour le
doublage par division d’une seule cellule :
G =1/ y (min)
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0. "

Inoculum de Inoculum de

INCUBATION 30°C

10ml 10ml
GNG GNG +
(PA45C]) Extrait

(PA+SC)

Mesure du pH de chaque
milieu

| | 1
| Incubation :25°C f Sjour |

L

Dénombrement des cellules viables
sur milieu gélosé

Figure 7 : Diagramme de la culture mixte de P. acidilactici et de S. cerevisiae au présence et
absence de I’extrait de Yucca schidigera

37

T T T T T T T T T T T T T T T T T T e e T T T T T T e T e T T e e T T T e T T T T T e T T T T T T T T T T T T T e T T e T e T T e T e e e e T T T T e T e T e T e T e T T T e e T T T T T T T T T T T e T T T T T T T T T T T T}

A A A A A A A



o A A

A

PARTIE PRATIQUE CHAPITRE 11

Chapitre 11

Résultats et discussion

11.1. Viabilité des probiotiques

Apres revivification des souches probiotiques, nous avons enregistré :

» Sur milieu MRS : D’apparition de colonies rondes mesurant environ 1,5mm de
couleur blanchatre a créme (figure 8). L’examen microscopique apres coloration de
Gram a réveélé la présence de cellules microbiennes sous forme de coques réunies en
paires et aussi en tétrade et parfois en amas (figure 9).

» Sur milieu Sabouraud : L’apparition de colonies bombées de 2 a 4 mm de diamétre,
de couleur créme brillante (figure 10). L'examen microscopique a I’état frais et apres
coloration au bleu de méthyléne montre que ces colonies sont constituées de cellules
de forme ovale a ronde, cependant quelques unes présentent sur des sites de leurs
parois, des invaginations, ce qui indique le mode de reproduction végétative par
bourgeonnement bipolaire (figure 11).

Figure 10 : Culture de P. Figure 11 : Observation microscopique de
acidilactici sur milieu MRS (photo frottis de P. acidilactici (x100) (photo
originale) originale).
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M "t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e T e e e e e e e e e e e e e e e e T T

B R R g R R R R Ll o i



o A A

A

PARTIE PRATIQUE CHAPITRE 11

Figure 10 : Culture de S. Cerevisiae sur Figure 11 : Observation microscopique de frottis
milieu Sabouraud (photo originale) de S. Cerevisiae (x100) (photo originale).

Nous confirmons donc que les deux probiotiques P. acidilactici et S. Cerevisiae sont des
souches pures et viables.

11.2. Effet de I’extrait de Yucca schidigera sur la croissance de Pediococcus acidilactici et
Saccharomyces cerevisiae

L’effet de I’extrait de Yucca schidigera aux différentes concentrations vis-a-vis des deux
probiotiques étudiés, représenté par la présence ou 1’absence de zone d’inhibition autour des
disques, est rapporté dans le (tableau 10) et la (figure 12).

Tableau 10) : Diametre de zone d’inhibition autour des disques (mm) de différentes
concentrations 1’extrait brut de Yucca schidigera vis-a-vis les Pediococcus acidilactici et
Saccharomyces cerevisiae

Témoin / Concentration de ’extrait | Diamétres de zones autour les disques obtenus avec :
de Yucca schidigera (pl/ml) P. acidilactici S. cerevisiae

Eau distillée 0 0
Fluconazole / 18
Ampicilline 30 /

0.1 0 0

0.5 0 0

0.7 0 0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

10 0 8
20 0 10
30 0 15
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[lustration de I’effet de différentes concentrations de Yucca schidigera sur la croissance de P.
acidilactici

0

Ry e

by

[Mustration de I’effet de différentes concentrations de Yucca schidigera sur la croissance de S.
cerevisiae

Figure 12 : Illustration de 1’effet de différentes concentrations de Yucca schidigera sur la
croissance de P. acidilactici et S. cerevisiae
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Le traitement des résultats a montré que :

e Les différentes concentrations testées de Yucca schidigera n’ont aucun effet sur la
croissance P. acidilactici.

e Lalevure S. cerevisiae a montré une sensibilité envers 1’extrait de Yucca schidigera.
Les zones d’inhibition observées sont apparues a partir de la concentration 10ul/ml,
elles augmentent considérablement avec la concentration de I’extrait.

11.3. Effet de ’extrait de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de Pediococcus

acidilactici et Saccharomyces cerevisiae

Les résultats de dénombrement (exprimés en Log UFC/ml) et valeurs de pH obtenus pour la
cinétique de croissance (& 72 h) de P. acidilactici et S. cerevisiae en association sur milieu
nutritif seul ou additionné¢ d’un extrait de Yucca schidigera sont rapportés dans le (tableau

11).

Tableau 11 : Résultats de dénombrement (exprimés en Log UFC/ml) et valeurs de pH
obtenus pour la cinétique de croissance (a 72 h) de P. acidilactici et S. cerevisiae en
association sur milieu nutritif seul ou additionné d’un extrait de Yucca schidigera.

Bouillon nutritif seul Bouillon nutritif enrichis avec un
extrait de Yucca schidigera
Temps (h) Valeurs de cinétique de Valeurs Valeurs de cinétique de Valeurs
croissance (LogUFC/ml) de croissance (LogUFC/ml) de
P. acidilactici | S. cerevisiae pH P. acidilactici | S. cerevisiae pH
0 3.57 3.43 5.30 3.69 3.39 5.6
4 4.14 4.54 4.75 4.30 3.43 5.35
8 5.25 5.00 4.30 5.50 4.56 4.80
12 5.38 6.38 3.70 5.56 4.36 4.45
16 6.32 6.47 3.50 7.30 4.85 3.80
20 7.56 7.49 3.40 8.07 5.20 3.50
24 7.06 8.13 3.20 7.39 5.18 3.35
48 5.36 5.55 2.80 6.62 4.10 3.15
72 5.27 5.33 3.00 5.49 3.97 3.10
Taux de 0.66 h™! 0.67h™ 0.72 h’! 0.30h™!
croissance
/ /
Temps de lh 31min 1h 29min 1h 23min 2h
génération
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Les résultats de dénombrement (exprimés en Log UFC/ml) pour la cinétique de croissance (a
72 h) de P. acidilactici en association avec S. cerevisiae dans le bouillon nutritif seul et
enrichis avec un extrait de Yucca schidigera sont représentés graphiquement dans la (figure
13) ci-dessous.

9 -
——PS
—{fi—PSY
E
©)
=
-]
)
=)
i
3
2
0 4 8 12 16 20 24 48 72
Temps (h)

PS: P. acidilactici associé avec S. cerevisiae cultivé dans le bouillon nutritif seul, PSY : P. acidilactici associé
avec S. cerevisiae cultivé dans le bouillon nutritif enrichis avec un extrait de Yucca schidigera

Figure 13 : Courbes de croissance de P. acidilactici en association avec S. cerevisiae dans le
bouillon nutritif seul et enrichis avec un extrait de Yucca schidigera exprimée en Log
UFC/ml.

Il en ressort que :

e Pour les deux les milieux de culture, P. acidilactici évolue positivement durant les 20
premiers heurs de croissance, cependant, aprés ce moment une diminution de
croissance a été enregistrée.

e Le niveau maximal de la population de P. acidilactici enregistré aprés 20 h
d’incubation, atteint 3,7 x 10’ UFC/ml lorsque P. acidilactici est cultivé au milieu
nutritif seul, en parall¢le, au milieu nutritif enrichi avec Yucca schidigera, cette valeur
augmente pour atteindre 1,18 x 10°UFC/ml.

e Un gain de temps de prés de seulement 8 min de temps de génération est signalé
lorsque P. acidilactici est mis en croissance dans le milieu nutritif enrichis avec
I’extrait de Yucca schidigera.

Les courbes de croissance de S. cerevisiae en association avec P. acidilactici dans le bouillon
nutritif seul et enrichis avec un extrait de Yucca schidigera exprimée en Log UFC/ml sont
présentées graphiquement dans la (figure 14)

a
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—o—SP
—8—SPY

Log UFC/ml

0 4 8 12 16 20 24 48 72
Temps (h)

SP: S. cerevisiae associé avec P. acidilactici cultivé dans le bouillon nutritif seul, SPY : S. cerevisiae associé
avec P. acidilactici cultivé dans le bouillon nutritif enrichis avec un extrait de Yucca schidigera

Figure 14 : Courbes de croissance de S. cerevisiae en association avec P. acidilactici dans le
bouillon nutritif seul et enrichis avec un extrait de Yucca schidigera exprimée en Log
UFC/ml.

Il en résulte que :

e Au milieu nutritif seul, durant les vingt et quatre premiéres heures, la population de S.
cerevisiae évolue positivement, puis, un ralentissement a été enregistré. En revanche,
au milieu nutritif enrichis avec Yucca schidigera une faible croissance a été
remarquée.

e La plus grande population de S. cerevisize de I’ordre de 1,36 x 10°UFC/ml est
obtenue lorsqu’elle est cultivée au milieu nutritif seul.

e Le temps de génération de S. cerevisiae cultivée au milieu nutritif additionné de
Yucca schidigera est de 2 h, ce qui montre une augmentation de 23min de temps par
apport celui obtenu au milieu nutritif seul.

Les résultats de 1’évolution des valeurs de pH obtenus pour la cinétique de croissance (a72
heures) de P. acidilactici et S. cerevisiae en association sur milieu nutritif seul ou additionné
d’un extrait de Yucca schidigera sont présenté dans la (figure 15).
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——BN
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BN : P. acidilactici et S. cerevisiae en association sur milieu nutritif seul, BNY : P. acidilactici et S. cerevisiae
en association sur milieu nutritif additionné d’un extrait de Yucca schidigera

Figure 15: Courbes de 1’évolution de pH lors de la croissance de P. acidilactici et S.
cerevisiae en association sur milieu nutritif seul ou additionné d’un extrait de Yucca
schidigera ;

Il en ressort que le pH de deux milieux de culture évolue négativement en fonction du temps
d’incubation:

e En milieu de culture sans extrait de Yucca schidigera, le pH diminue de 5,30 a 3,00
apres 72h d’incubation.

e En milieu de culture additionné de I’extrait de Yucca schidigera, le pH diminue de
5,60 pour atteindre la valeur de 3,10 apres 72h d’incubation.

Les résultats de I’effet de I’extrait de Yucca schidigera sur la croissance de P.acidilactici et S.
cerevisiae et leur association probiotique seront discutés selon une démarche qui repose sur

deux étapes, a savoir :

Etape 1 : Effet de Yucca schidigera sur la croissance de P.acidilactici et S. cerevisiae

A la lumiére des résultats de 1’essai au milieu solide (méthode des disques) et 1’essai au milieu
liquide (suivi de croissance de deux probiotiques), nous pouvons dire que 1’extrait de Yucca
schidigera a :

e Une action stimulatrice vis-a-vis P. acidilactici :
De nombreux travaux ont déja étudié 1’effet des plantes a saponines sur la croissance
des bactéries lactiques dans une tentative de développer des compléments alimentaire
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naturels en sant¢ humaine qu’en santé animale ; Grandhi et son groupe (1998) ont
signalé un effet simulant de D’extrait de Yucca schidigera sur la croissance des
bifidobactéries. De méme, 1’é¢tude de Shori, (2013) a révélé que 1’addition de soja
connu par sa richesse en composées actives (polyphénoles, saponines,...) au yaourt
stimule la croissance de Lactobacillus spp. et Streptococcus thermophilus. Aussi,
I’équipe de He (2011), ont étudié 1’effet des saponines stéroides de Fructus tribuli sur
la croissance des souches de bifidobactéries et de Lactobacillus acidophilus par suivi
de croissance et mesure de pH, les résultats montraient que ces saponines ont un effet
stimulateur de la croissance de bifidobactéries alors ils n’ont pas un effet évident sur la
croissance de Lactobacillus acidophilus. En revanche, 1’étude de Salem et al. (2010) a
montré que des métabolites secondaires extraits de la plante Acacia saligna leaves tels
les polyphénoles totaux et les saponines ayant des effets négatifs sur la croissance de
L. plantarum, E. faecium isolées de tube digestif de moutons.

e Une action inhibitrice a I’égard de S. cerevisiae :

L’effet inhibiteur de Yucca schidigera et les propriétés antimicrobiennes de leurs
substances bioactives, particuliecrement les saponines a déja été rapporté par de
nombreux auteurs vis-a-vis quelques levures et bactéries pathogenes (Price et al.,
19987 ; Cheek, 1996 et Wallace, 2004). La levure S. cerevisiae s’est avérée sensible
a I’extrait de Yucca, résultat qu’est en accord avec ceux de Killen et al. (1998)
indiquant que les saponines stéroides de Yucca schidigera inhibent la croissance S.
cerevisiae et Bacillus pasteurii comme souches test des eucaryotes et procaryotes,
respectivement, cette inhibition a été observée seulement avec les populations
microbiennes en faible densité, qu’avec les populations denses il y a pas eu
d’inhibition. L’étude de Simons et al. (2006) montre que les saponines stéroides de
tomate (a-tomatine and tomatidine) inhibent la croissance de S. cerevisiae, cette
activité antifongique est généralement attribuée a leurs propriétés de perméabilisation
de la membrane de levure. Aussi, Avato et al. (2006) ont rapporté 1’effet inhibiteur des
saponines de Medicago sp. vis-a-vis des bactéries ayant un intérét médical tel :
Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis, et aussi a
I’égard de la levure S. cerevisiae qu’a également montré une sensibilité envers ces
saponines.

L’effet antimicrobienne de I’extrait de Yucca schidigera est attribué a I’action des saponines
(Killen et Madigan, 1998) qui provoquent une diminution de la tension de surface de la
membrane des cellules microbiennes entre phase hydrophile et hydrophobe causant une
fragilisation (Hostettmann et al., 1995) et une perturbation de la membrane (Price et al.,
1987) ; action semblable a celle des ionophores (Cheeke, 2001).

La variabilité de la sensibilité¢ des souches probiotiques vis a vis I’extrait de Yucca schidigera
pourrait s’expliquer par :

e La nature de la souche testée et sa densité : Les travaux de Wang et al. (2000) ont montré
que certains champignons (Neocallimastix frontalis et Piromyces rhizinflata) sont plus

&



PARTIE PRATIQUE CHAPITRE 11

sensibles vis-a-vis I’extrait de yucca schidigera que les bactéries. Cependant, les travaux
de Killen ef al. (1998), montrent que les saponines de Yucca schidigera peuvent empécher
la croissance microbienne a de basses densités cellulaires et n'ont aucun effet sur les
populations microbiennes denses.

e La dose de I’extrait : Selon Sen et al. (1998) il existe une forte corrélation entre la
concentration des saponines et 1’inhibition ou stimulation d’E. coli.

e La méthode d’évaluation de I’activité biologique, a savoir la méthode de diffusion dans
I’agar ou la méthode de dilution. D’aprés nos résultats, la deuxieme méthode est avérée la
meilleure. En effet, selon Hammer ez al. (1999) I’activité antimicrobienne des huiles de
citronnelle et d'origan observée était deux fois plus élevée avec la méthode de dilution
qu’avec la méthode de diffusion.

Etape 2 : Effet de Yucca schidigera sur 1’association probiotique de P. acidilactici et S.
cerevisiae

L’¢étude de Belkaid, (2014) porte sur I’évaluation de I’interaction entre P. acidilactici et S.
cerevisiae a montré qu’il existe une proto-coopération entre ces deux probiotiques, il a
enregistré un gain de temps de génération pres de 3h 8min et 1h 50min pour P. acidilactici et
S. cerevisiae respectivement.

Dans la présente étude, I’enrichissement de milieu de culture de 1’association probiotique par
I’extrait de Yucca schidigera utilisé en ¢€levage de volailles comme anticoccidien a révélé un
gain de temps de génération de 8min pour P. acidilactici, alors pour la levure S. cerevisiae un
ralentissement de croissance a été enregistré a I’ordre de 23min de temps de génération ; pour
ce qu’est de I’évolution de pH, nous avons enregistré presque la méme chute pour les deux
milieux de culture (de 5.30 a 3.00 et de 5.60 a 3.10 pour milieu de culture sans extrait et avec
extrait, respectivement).

Donc, il apparait clairement que P. acidilactici profite non seulement de la présence de S.
cerevisiae, selon Roostita er Fleet (1996) et Hencké (2000) au phénomene de proto-
coopération les levures profitent des produits du métabolisme bactérien; d'une part et les
bactéries bénéficient des vitamines et des acides aminés produits par les levures ou libérés
lors de leur lyse, d'autre part, mais aussi de 1’ajout de I’extrait de Yucca schidigera au milieu
nutritif malgré qu’il a montré une action légérement stimulatrice.

Sur la base des résultats de 1’étude de Belkaid (2014) et de notre ¢tude, I'utilisation de
I’extrait de Yucca schidigera avec 1’association probiotique de P. acidilactici et S. cerevisiae,
malgré que la levure a montré une sensibilité en présence de cet extrait, semble intéressante.

Au Corée, I’étude de Hossain et al. (2012) in vivo porte sur la supplémentation d’aliment des
poulets de chair par une synergie entre la plante Alisma canaliculatum connu par son activité
antibactérienne (vis-a-vis Escherichia coli) et des probiotiques a base de bactéries lactiques
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(Lactobacillus acidophilus KCTC 3111, Enterococcus faecium KCTC 2022, Bacillus subtilis
KCTC 3239) et la levure Saccharomyces cerevisiae KCTC, a montré une amélioration des
performances zootechniques des poulets et la qualité de viande.

A ce stade, des essais supplémentaires sont nécessaires afin d’optimiser cette formulation a
base de probiotiques et des extraits de plantes, de travailler in vitro avec différentes
concentrations soit de I’extrait ou de probiotiques, en vu d’une application in vivo comme
alternative aux suppléments d'antibiotiques dans 1'¢levage des volailles.

47
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CONCLUSION

CONCLUSION

Le présent travail est une continuité des travaux réalisés dans le cadre d’un PFE (voir
matériel et méthodes), porte sur I’évaluation de 1’effet de I’anticoccidien a base d’extrait de la
plante Yucca schidigera sur 1’association probiotique de  Pediococcus acidilactici et
Saccharomyces cerevisiae en vu d’une application in vivo dans nos conditions d’¢élevage de
volailles.

Les résultats obtenus ont montré que :

e Les différentes concentrations de Yucca schidigera testées par la méthode des disques n’ont
montré aucun effet sur la croissance de P. acidilactici, alors la levure S. cerevisiae a eu une
sensibilité vis-a-vis cet extrait ou des zones d’inhibition ont été observées a partir de la
concentration 10ul/ml augmentaient considérablement avec la concentration de 1’extrait.

e L’enrichissement de milieu de culture par I’extrait de Yucca schidigera a eu un effet sur la
croissance des deux probiotiques en culture mixte; soit un gain de temps de génération de
8min pour P. acidilactici, et un ralentissement de croissance de S. cerevisiae a I’ordre de
23min de temps de génération.

L’ensemble de ce travail de mémoire a permis de dire que I’association de I’extrait de Yucca
schidigera avec les deux probiotiques P. acidilactici et S. cerevisiae semble intéressante,
malgré que la levure S. cerevisiae a montré une sensibilité vis-a-vis cet extrait, des essais
supplémentaires sont nécessaires afin d’optimiser cette formulation, de travailler in vitro avec
différentes concentrations soit de 1’extrait ou de probiotiques, en vu d’une application in vivo
comme alternative aux suppléments d'antibiotiques dans 1'élevage des volailles.
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CHAPITRE 1

LES PROBIOTIQUES

Les antibiotiques ont ¢été largement utilisés a des doses sub-thérapeutiques, en
production animale, comme facteur de croissance. Cependant, I’apparition de souches de
bactéries résistantes ainsi que la présence de résidus dans la viande ont conduit a la recherche
d’alternatives aux antibiotiques, parmi lesquelles les probiotiques (Tisserand, 2009).

1.1.Définition

Le mot «probiotique» a été proposé en 1974 par Parker pour désigner des micro-organismes
vivants dont le mode d'action s'oppose a celui des antibiotiques (pro-anti). Ces probiotiques
favorisent I'équilibre des micro-organismes de tout milieu, et en particulier de la flore
intestinale (Parker, 1974).

Marie-Christiane Moreau, a donné une définition actuelle du mot "probiotique": « Des
microorganismes vivants qui peuvent étre ingérés en grande quantité sous forme de
médicaments (ou suppléments), mais aussi a partir d'aliments comme les laits fermentés ou
certains fromages.» (Moreau.2000)

La Food and Agriculture Organization des Nations unies (FAO) et 1'organisation mondiale de
la sant¢ (OMS) ont établi des lignes directrices pour l'utilisation du ce terme « probiotique »
dans les aliments (FAO/OMS, 2002) et formulé la définition : « micro-organismes vivants
qui, lorsqu'ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action bénéfique sur la
santé de l'hote qui les ingere ».

1.2.Critéres de sélection des probiotiques:

Les micro-organismes potentiellement probiotiques doivent étre sélectionnés selon différents
criteres décrits dans le tableau 1 (Izquierdo, 2009)

)
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Tableau 1 : Principaux critéres de sélection des probiotiques. (Izquierdo, 2009)

e Souche pour l'usage humain d'origine humaine (isolée du tractus
intestinal d'un homme sain) ou alimentaire (utilisée dans les produits
fermentés).

e Souche déposée dans une collection de cultures reconnue
internationalement.

Criteres de sécurité . SO.LIChe. caractérisée par des 1.:e(.:hniques phénotypiques et génotypiques.

e Historique de non pathogénicité.

e Pas de déconjugaison excessive des sels biliaires au risque d'induire des
lyses cellulaires.

e Pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques.

e Pas de dégradation excessive du mucus.

Critéres fonctionnels e Tolérance a l'acidité et aux enzymes gastriques.

e Tolérance a la bile et aux enzymes digestives.

e Adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus gastro-
intestinal.

e Immunostimulation.

e Production de substances antimicrobiennes et antagonisme vis-a-vis des
pathogeénes.

o Effets sur la santé¢ documentés.

Criteres
technologiques

e Stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini.
e (Conservation des propriétés probiotiques apres production.

1.3.Microorganismes probiotiques

De nombreuses espéces microbiennes ont été utilisées en tant qu’agents probiotiques (figure
1).

» Bactéries:
e genre Bacillus,
e genre Bifidobacterium,
e genre Enterococcus,
e genre Lactobacillus,
e genre Lactococcus,
e genre Streptococcus

» Levures:
— genre Saccharomyces
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M Bacillus spp
29%

M Etrococcus ssp
29%

m Kluyveromyces spp
29%

M Lactobacillus spp
29%

m Pediococcus spp
29%

M Saccharomyces spp
29%

Figure 1 : Représentation des différents genres microbiens autorisés en tant qu’additifs en
alimentation porcine et avicole en Europe (AFCA-CIAL, 2009).

1.3.1.Les levures probiotiques

Les levures sont des champignons unicellulaires microscopiques de taille variable (6 a 10pum).
Elles sont connues depuis trés longtemps et employées en alimentation (cenologie.
boulangerie,..) Et en santé humaine (synthése d’antibiotiques, régulation de la flore digestive).
Par ailleurs les extraits de levures sont largement utilisés pour la culture des bactéries du fait
de la richesse des levures en nutriments et facteurs de croissances nécessaire a la croissance
bactérienne. La principale espéce utilisée en alimentation animal est saccharomyces
cerevisiae son emploi a eu des effets contrastés (effets nuls et positifs) a la fois sur les
fermentations ruminales et les performances zootechniques. (Desnoyers et al., 2009)

1.3.2.Les bactéries lactiques probiotiques

Les bactéries lactiques ( lactic acid bactria ou LAB) constituent un groupe hétérogéne de
bactéries bénéfiques (" Lactobacillus, Enterococcus,Streptococcus Bifidobacterium...) qui ont
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en commun la capacité de produire de I'acide lactique comme produit final des fermentation,
cette propriété est exploitée par I'hnomme depuis des milliers d'années pour la production de
produits fermentés . Les propriétés métaboliques de ces bactéries sont encore exploitées mais
a plus grande échelle et I'une de leur application consiste a les utiliser comme probiotiques
pour améliorer la santé humaine et animale grace a leur effet bénéfiques sur la microflore de
I'h6te (Bernardeau et al.,2006). En plus de l'effet de la santé, chez I'animal, cette
supplémentation a aussi pour but d'améliorer la croissance (efficacité alimentaire, gain de
poids, production de lait).

Les genres Lactobacillus et Bifidobacterium sont majoritairement utilisés pour des
applications en nutrition humaine, alors que les genres Bacillus, Enterococcus sont les micro-
organismes les plus appliquées dans les élevages (Simon et al., 2001)

Les lactobacilles, avec une grande diversité d’especes, représentent aujourd’hui 21% des
souches utilisées comme additifs en alimentation porcine et avicole, 3°™ groupe microbien
apres les genres Bacillus et Enterococcus représentant chacun 29% des utilisations(AFCA-
CIAL, 2009).

Les principales souches probiotiques commercialisées en Europe sont décrits dans le (tableau
2)
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Tableau?2: Principales souches probiotiques commercialisées en Europe (Izquierdo, 2009).

Espéces Firme Espéces Firme

Lb. acidophilus La5 Chr Hansen Streptococcus thermophilus 1131 |Meiji Milk
Lb. acidophilus NCFM |Rhodia Enterococcus faecium SF68 Cernelle
Lb. bulgaricus 2038 Meiji Milk P. acidilactici Bactocell® Lallemand.
Lb. casei CRL431 Chr Hansen Sc. boulardii Biocodex
Lb. casei DN114001 Danone Ultra-levure®

Lb. casei Shirota Yakult

Lb. johnsonii Lal Nestlé

Lb. plantarum 299v ProViva
Lb. reuteri BioGaia
Lb. rhamnosus GG Valio

Bf. breve Yakult Yakult

Bf. lactis Bb12 Chr Hansen
Bf. longum BB536 Morinaga

Bf. animalis N173010 |Danone

1.4.Les effets des probiotiques

Les probiotiques ont des effets multiples sur la santé. Ces effets dépendent notamment de
I’espece et de la souche de micro-organisme utilisé. Il faut que les probiotiques ingérés
survivent a la traversée du tube digestif, en particulier l'estomac, et s'installent en quantité
suffisante dans l'intestin. Donc, les souches de probiotiques mis sur le marché a des fins
nutritionnels ou physiologiques ont été sélectionnées selon différents critéres (capacité de
colonisation de l'intestin, antagonisme avec les pathogenes, résistance a l'acidité et a la
toxicité biliaire etc...) (Brassar et chifrin, 2000).

D’aprées (P. Marteau, J-C. Ramb 1998) les probiotiques ont montré :

)
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» Des effets protecteurs envers des infections :
1. Diarrhées infectieuses.
2. Infections microbiennes du systéme digestif.
3. Infections microbiennes du systéme urogénital.

Ainsi, les probiotiques ont un effet barricre, ils s’opposent au développement de bactéries
pathogenes par D. Rigaud.(2003)

e La sécrétion de molécules antibactériennes,

e La production d’acides gras volatils (qui inhibent la croissance cellulaire) et/ou
'occupation des récepteurs d’accroche qui permettent a une bactérie d’adhérer a la
muqueuse intestinale,

¢ L'inhibition de la production ou des effets de toxines bactériennes, la compétition pour
les substrats.

Donc plusieurs effets bénéfiques sur la santé ont été associés a la consommation des
probiotiques. La (Figure 2) et le (tableau 3) illustrent la diversité des effets santé documentés
et rapportés dans la littérature.

Amdiaration dela Reéduction des produits _%J_lgln'.;mta:ian de la valeur
digestion dulactose du catabolisme éliminés n}lmulonnelle fbannle
(sécrétion de lactase) parle foie etle rein digestion et ghsorprion des

minerar et vitamines

@ Préventon des infections

intestinales (Virus.
Probiotiques “:>‘ S

nfluence positive surla
flore intestinale

Bonne croissance et le Helicobacter pylori. ) et

bien-étre urogénitales

Régulation dela Preévention de - ostéoporose, Modulation du svstéme
maotilite intestinale cancer, lypertension et immminitaire

(constipation, svndrome athérosd érose (réduction du Réduct on de U'inflammarion
d’imitation intestinal e) tanx de chol estérol) ou des réactions allergiques

Figure 2: Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques. Adapté de Mercenier
et al. (2003)

M "t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e T e e e e e e e e e e e e e e e e T T

B R R g R R R R Ll o i



PARTIE THEORIQUE

CHAPITRE 1

Tableau 3 : Les principaux effets bénéfiques attribués aux probiotiques (Salminen et al., 2004

; Patterson, 2008).

Effets intestinaux

Effets sur le systéme
immunitaire

Autres effets

Controle des troubles
suivants :
- Mauvaise digestion du
lactose
- Diarrhée due aux rotavirus
et diarrhée-associée aux
antibiotiques
- Syndrome du célon
irritable
- Constipation
- Infection par Helicobacter
pylori
- Prolifération bactérienne
dans I’intestin gréle
- Maladies inflammatoires
chroniques de I’intestin
Prévention de I’entérocolite
nécrosante du nouveau-né

-Modulation immunitaire
- Répression des réactions
allergiques par réduction
de I’inflammation
- Réduction des risques
d’infection par des agents
pathogénes courants
(Salmonella, Shigella)

Réduction du risque de :
- Certains cancers
(colorectal, vessie, col
utérin, sein)

- Coronaropathie
-Maladie des voies
urinaires
- Infection des voies
respiratoires supérieures et
infections connexes
Réduction du cholestérol
sérique et de la pression
artérielle
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CHAPITRE IT

LES BACTERIES LACTIQUES : Pediococcus acidilactici

Les bactéries lactiques sont de trés anciens micro-organismes dont les ancétres
auraient pu voir le jour il y a trois milliards d’années. Elles seraient donc apparues avant les
cyanobactéries photosynthétiques qui ont transformé 1’atmosphére terrestre ancienne sans
oxygene en atmosphere aérobie (Drider et Prevost, 2009).

11.1. Définition et caractéristiques générales des bactéries lactiques

I1.1.1. Définition

Les bactéries lactiques ou bactéries de 1’acide lactique (Djidel, 2007) sont des cellules
procaryotes organotrophes ubiquitaires, formant un groupe hétérogeéne constitu¢ de Cocci et
de Bacilli (Badis et al. ,2005). Ce sont des bactéries a Gram positif dont la teneur en guanine
et cytosine (G+C) est inférieure a 50% (Ababsa, 2012). Elles se retrouvent dans différents
types d'habitat (Matamoros, 2008) .Ce dernier est extrémement varié : lait, végétaux, peaux
des animaux, eau de mer, eau douce, poisson, viande excréments et font partie de la flore
intestinale et vaginale humaine ou animale (Hadef, 2012).

11.1.2. Les caractéristique des bactéries lactiques

» Elles décrites pour la premiére fois par Orla-Jensen au début du XXe siécle, elles
constituent un groupe hétérogene, qui n’est pas clairement défini du point de vue
taxonomique (Fedrighi ,2005).

» Bactéries a Gram positif, immobiles, asporulées, catalase et oxydas négative, nitrate
réductase négative, anaérobies ou aérotolérantes (Laurent et al. ,1998).

» Elles ont une forme de Cocci ou des batonnets (Bourgeois et Larpent, 1996)

» Elles ont des besoins complexes en facteurs de croissance : vitamine B, acide aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques.

» Elles produisent des quantités abondantes d’acide lactique par fermentation de substances
carbonées.

» Elles se caractérisent par un métabolisme exclusivement fermentaire qui les conduit a
produire a partir du glucose de quantités importantes d’acide lactique, accompagné dans
certains cas d’autres métabolites (éthanol, CO2 autres acides organiques)

» Elles ont une faible capacité de biosynthese (Luquet, 1986).

» Elles produisent des quantités abondantes d’acide lactique par fermentation de substance
carbonée.
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11.2. Classification des bactéries lactiques

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur :
v" la morphologie,
le mode de fermentation de glucose,
la croissance a différentes températures,
la capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6 ,5% ,18%),
La tolérance aux pH acides, alcalins et a I’éthanol,
la configuration de I’acide lactique produit a partir de glucose,
I’hydrolyse de I’arginine,
v la formation d’acétoine, etc.

ASENENE NN

Les marqueurs chimio taxonomiques comme la composition en acides gras et les constituants
de la paroi cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich,
2009). L’identification des especes de bactéries lactiques peut étre réalisée par 1’analyse de
leur profil fermentaire des carbo-hydrates a I’aide du systeme APISOCH (Curk et al. ,1993).
L’analyse comparative des séquences d’ARN ribosomal 16S a entrainé des changements
importants dans la taxonomie des bactéries lactiques (Salminen et al. ,2004).

Selon la derniére édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology (2009) (tableau 4),
les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes , la Classe des Bacilli et
I’ordre des Lactobacillales renfermant trente cinq genres répartis sur six familles. Parmi ces
genres , seulement douze sont utilisés dans la biotechnologie alimentaire, il s’agit de
Aerococcus , Carnobacterium , Enterococcus , Lactobacillus , Lactococcus , Leuconostoc ,
Oenococcus , Pediococcus , Streptococcus , Vagococcus , Tetragenococcus , Weissella
(Drider et Privost, 2009).

Tableau 4 : Classification des bactéries lactiques ( Bergey’ , 2009)

Reégne Bacteria
Embranchement: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Lactobacillales
Famille: Lactobacillaceae

11.3. Exigences nutritionnelles

Les bactéries lactiques ont une faible aptitude biosynthétique et sont en principe incapables
d’assimiler directement les principaux précurseurs de leur environnement. Elles sont
considérées comme un groupe bactérien le plus exigeant du point de vue nutritionnel, car elles
requicrent non seulement des substrats carbones, azotés, phosphatés et soufrés mais aussi des
facteurs de croissance comme les vitamines et les oligoéléments dont le role des coenzymes
est plus important (Boudjema, 2008).

=
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I1.3.1- Exigences en acides aminés

Les bactéries lactiques sont en principe incapables d’effectuer la synthése des acides aminés,
et doivent par conséquent faire appel a des sources exogenes pour assurer leur métabolisme
(Luquet, 1986).

11.3.2- Exigences en vitamines

Les bactéries lactiques sont incapables de synthétiser les vitamines qui jouent un role
irremplagable de coenzymes dans le métabolisme cellulaire.

11.3.3- Exigences en bases azotées
Les bases puriques et pyrimidiques ne sont pas vraiment essentielles au métabolisme des
bactéries lactiques (Desmazeaud, 1983).

11.3.4- Exigences en cations
(Boudjema, 2008) a montr¢ le role précis des cations dans la résistance a 1’oxygene, dans les
différentes réactions métaboliques et dans la nutrition des bactéries lactiques.

11.3.5- Exigence en glucides
Pour croitre, les bactéries lactiques ont besoin d'un apport de nutriments comportant au moins

un sucre fermentescible comme source d'énergie. La fermentation des sucres s'effectue
essentiellement en trois étapes : Premicrement, le transport du sucre a travers la barricre
hydrophobe de la membrane cellulaire. Deuxiémement, le catabolisme intracellulaire du sucre
et enfin la formation et l'expulsion extracellulaire des métabolites terminaux généralement
acides (Monnet et Gripon, 1994). Deux types de métabolismes fermentaires sont rencontrés.
Un métabolisme aboutit de fagon quasi-exclusive a la production d’acide lactique (caractére
homo-fermentaire). L’autre peut produire de 1’acide lactique, mais également de 1’éthanol et
de ’acide acétique suivant les conditions de cultures (caractére hétéro-fermentaire) (Renouf,
2000).

I1.4. Intérét des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques jouent un rdle important que ce soit dans 1’industrie alimentaire ou
dans le domaine thérapeutique.

11.4.1- Dans ’industrie alimentaire
Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bio conservation de

différents aliments ainsi les souches de Lactobacillus bulgaricus, streptococcus thermophilus
sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al.
,2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont
aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005).
L’utilisation de ces derniéres a pour but ’amélioration des caractéristiques organoleptiques
des produits fermentés et 1’augmentation de leur durée de conservation sans 1’utilisation de
conservation chimique graces aux substances antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et
Thonart, 2009). Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains
criteres:
e Absence de phathogénicité ou activité toxique,
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e Capacité de d’améliorer les caractéristiques organoleptiques,

e Capacité de dominance, facilité de culture et de conservation,

e Et maintenance des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001) .
11.4.2- Dans le domaine thérapeutique
Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hdte en conférant
une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un role important dans la
maturation du systéeme immunitaire (Yateem et al. ,2008). Différentes études ont démontré le
role préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs type de diarrhées
(Mkrtchan et al. ,2010). D’autre ont cité¢ leur capacité de diminuer les allergies liées aux
aliments grace a leur activité protéolytique (El .Ghaish et al. ,2011 et Uehara et al. , (2006),
ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus, utilisées sous forme de
suppositoires a empécher la colonisation du vagin par les bactéries pathogenes et de prévenir
ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations fréquentes et répétées de la

vessie.

I1.5. Pediocoques:

Les Pédiocoques appartiennent au groupe des bactéries lactiques et peuvent étre classés
phylogénétiquement de la fagcon suivante ( Bergey’ 2009).(Tableau 5)

Tableau 5 : Classification des bactéries lactiques « Pédiocoques » ( Bergey’, 2009).

Régne Bacteria
Embranchement Firmicutes
Classe Bacilli

Ordre Lactobacillales
Famille Lactobacillaceae
Genre Pediococcus

v" Ces bactéries sont des microbes GRAM-+.

v' Strictement homofermentaires produisant, a partir d’hexoses, de ’acide lactique DL
ou L(+) selon les espéces, I’espece acidilactici ne produisant que le type L(+).

v' Les cellules sont sphériques (coques), organisées en diplocoques voire en tétrades, et
ne forment jamais de chainettes.

v Les colonies mesurent de 1,0 4 2,5 pm de diamétre et ont une couleur allant du gris-
blanc au blanc-creme.

v' Toutes les espéces se développent bien a 30°C, et leurs températures optimales de
croissance sont comprises entre 25°C et 40°C.

v Leur croissance est dépendante de la présence de sucres fermentables, de facteurs de
croissance (vitamines : acide nicotinique, biotine, acide pantothenique) et d’acides
aminés.

v’ Elles ont généralement une faible activité protéolytique et une incapacité a utiliser le
lactose, ce qui les empéche d’acidifier et de coaguler le lait.

=
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v' Les pédiocoques ne posseédent pas d’activité catalase ni de cytochromes, bien que
I’existence d’une pseudo-catalase ait été détectée chez P. acidilactici et P.
pentosaceus.

v Du point de vue phénotypique, ce genre est plus proche des genres Lactobacillus que
des autres bactéries lactiques. Les différentes espéces peuvent étre discriminées par
leur sensibilité a la température, au pH et a la concentration en chlorure de sodium.

v Toutes les espéces peuvent étre cultivées sur milieu MRS (Rogosa et Sharpe, 2005).

o Pediococcus acidilactici

Pediococcus acidilactici est une bactérie Gram+, non sporulante. Les cellules se présentent
sous forme de coques d’environ 1um de diameétre, groupées par paires ou par tétrades. Sa
mise en culture est effectuée sur milieu MRS a une température de 45°C. Elle forme alors des
colonies d’un diamétre compris entre 1 et 2,5 mm, de couleur blanche, opaque, de forme
ronde et d’une surface lisse. La croissance de cette souche dépend de la disponibilité en
glucides fermentescibles dans le milieu. Elle est entre autre capable de fermenter des glucides
simples comme le glucose, le fructose, le galactose, le mannose ou encore I’N-
acétylglucosamine. Elle est susceptible de se développer dans une gamme de pH compris
entre 4,2 et 8. Pediococcus acidilactici ne présente aucune activité protéolytique et aucune
activité anti-microbienne n’a été détectée contre 8 especes bactériennes, parmi lesquelles
Staphylococcus aureus, Bacillus subtitlis et Escherichia coli (Lorgeoux, Bénédicte, 2007).
Les caractéristiques biochimiques de la souche, basées sur sa capacité a fermenter certains
sucres, sont présentées dans le tableau(6).

Pediococcus acidilactici utilise comme probiotique, il présente des effets positifs sur
I’équilibre et le role de la flore intestinale (Jin et al., 2000) tout en améliorant également les
performances de l’animal (Simon et al., 2001). P. acidilactici renforce I’écosystéme
microbien des volailles, contribue a la défense immunitaire et protége les poulets contre les
conséquences de stress tels que la vaccination ou les changements de températures. Une
amélioration de la consommation,du gain de poids et de I’indice de consommation a été
observée (Jin et al., 1998 et Simon et al., 2001).
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Tableau 6 : Caractéristiques biochimiques de la souche P. acidilactici obtenues par galerie
API 50 CH (Lallemand, 2005).

Glycérol (-) | Starch (-) | Xylitol - (-) | D-Xylose -
Mannitol (-) | D-arabinose (-) | Ribose (+) | Amygdalin | (-)
D-Raffinose (-) | aMethyl (-) | NAcetyl (+) | D- )
Glucosamin Turanose

Erythritol (-) | D-mannoside (-) | pGentiobiose | (-) | L-Xylose* )
Erythritol (-) | Glycogen (-) | D-Lyxose (-) | Arbutin )
Sorbitol (-) | L-arabinose (+) | Esculin (+) | Adonitol )
aMethyl (-) | D-glucoside () | D-Tagatose (+) | Galactose +)
BMethyl (-) | Salicin (-) | D-Fucose (-) | Cellobiose | (1)
Xyloside (-) | L-Fucose (-) | D-Glucose (O | Maltose )
D-Arabitol (-) | D-Fructose (+) | Lactose (-) | L-Arabitol | (-)
D-Mannose (+) | Malibiose (-) | Gluconate (-) | L-Sorbose | (-)
Sucrose (-) | 2ceto-gluconate (-) | Rhamnose (O | Trehalose )
Sceto-gluconate | (-) | Dulcito- (-) | Inuline (-) | Inositol )
Melezitose 0 -

16
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CHAPITRE 111

LES LEVURES : Saccharomyces cerevisiae

Les Levures sont des Champignons microscopiques unicellulaires qui se multiplient
par bourgeonnement ou sporulation.il existe plusieurs centaine d’espéces, quelques unes
présentent un grand intérét industriel du fait de leur pouvoir fermentaire (Ripert, 2013).

Les représentants les plus utilisés par 'homme sont les levures de biere et de boulangerie,
agents trés actifs de la fermentation alcoolique. La levure de boulangerie, produite
industriellement et vendue sous forme de pains cubiques, est donc un amas de cellules
vivantes.

S. cerevisiae est I’organisme eucaryotique dont la biologie cellulaire est la mieux étudiée
pour les raisons suivantes :

e Importance industrielle ;

e Simplicité de I’organisation unicellulaire et la croissance rapide dans les conditions de
laboratoire (Larpent, 1991) ;

e Exigence des substrats peu économiques (Munier, 1973).

111.1. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae vient du mot saccharose qui signifie «sucre», myces
«champignony, tandis que cerevisiae fait référence a «cervoise», c’est un terme scientifique,
nom qu’on donnait autrefois a la biere, c’est un terme utilis¢ pour désigner le petit
champignon microscopique qui compose les différentes sortes de levures qu’on utilise pour la
fermentation. Elle est littéralement connue comme levure du sucre (Larpent et Gourgoud,
1985).

Saccharomyces cerevisiae est un champignon levuriforme (unicellulaire) appartenant au genre
des ascomycetes. Cette levure se développe préférentiellement en aérobiose, mais peut
¢galement croitre en anaérobiose, sous certaines conditions, notamment 1’adjonction
d’ergostérol au milieu de culture (Moller ez al., 2001; Visser et al., 1990).
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II1.2. Caractéristiques de S. cerevisiae

111.2.1. Classification

Selon Larpent (1992), la place de la levure S. cerevisiae dans la classification des étres vivants
est la suivante :

Reégne : Protistes

Embranchement : Eucaryotes
Classe : Ascomycetes

Sous-classe : Hemiascomycetes
Ordre : Endomycetales

Famille : Saccharomycetaceae
Sous-famille : Saccharomycetoideae
Genre : Saccharomyces

Espéce : Saccharomyces cerevisiae.

111.2.2. Morphologie

S. cerevisiae (Figure 3) est une cellule sphérique, ovoide ou allongée de taille trés variable «
3-10pumx4-14um ». Certaines cellules sont cylindriques et de grande taille, jusqu’a 20um de
long ou plus (Larpent, 1991).

Figure 3 : Aspect morphologique de S. cerevisiae (Tortora et al., 2003).
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I11.2.3. Reproduction:

La reproduction végétative se fait généralement par bourgeonnement. Dans certaines
conditions de culture, les levures sporogeénes peuvent se reproduire par voie sexuée

(Bourgeois et Leveau, 1991) .

111.3. Cycle cellulaire de Saccharomyces cerevisiae

Le cycle cellulaire de S. cerevisiae comprend deux modes de reproduction (Figure 4). Le
premier est la prolifération cellulaire ou reproduction asexuée, un processus par lequel une

cellule donne naissance a une autre cellule essentiellement identique, tandis que le second est

la transition de la ploidie au cours du cycle cellulaire ou reproduction sexuée. Lors de cette
transition, les cellules haploides de sexe opposé se conjuguent pour former des cellules
diploides tandis que les cellules diploides sporulent pour former des cellules haploides

(Herskowitz, 1988).

Figure 4 : Représentation schématique du cycle cellulaire de S. cerevisiae (Madigan et al.
, 2000).
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Lors de la reproduction asexuée, les cellules haploides et diploides se reproduisent par
bourgeonnement. Lors de la reproduction sexuée, les cellules haploides de sexe opposé se
conjuguent pour former des cellules diploides tandis que les cellules diploides sporulent pour
former des cellules haploides.

I11.4. Condition de culture de la levure SS. cerevisiae

La croissance d’un micro-organisme peut étre considérée comme une série d’interaction entre
les cellules et I’environnement. Pour cela, le milieu de culture doit apporter tous les éléments
nécessaires aux systemes cellulaires et aux besoins énergétiques de la levure (Bouix et
Leveau, 1993).

111.4.1. Besoins nutritionnels

e Source de carbone et d’énergie : Les sources de carbone et d’énergie les plus
généralement utilisées sont des hydrates de carbone, y compris mono-, di- et tri-
saccharides, dextrines plus supérieures et amidons.

e L’azote : Quantitativement c’est le deuxiéme constituant apporté par le milieu de
culture, il est utilis¢é par les cellules pour la constitution des acides aminés, des
nucléotides et certaines vitamines. A coté des sources organiques de I’azote (acides
aminés, peptides, amines, pyrimidines et purines), la levure est capable d’assimiler
I’azote et le soufre minérales, S. cerevisiae ne peut pas utiliser le nitrate ou le nitrite,
mais assimile aisément les ions d’ammonium.

e Sources minérales : S. cerevisiae a besoin aussi du phosphore, du potassium, du
magnésium et du calcium. Des oligo-¢léments (Fe, Na, Cu...) sont nécessaires mais a
I’¢état de trace.

e Source vitaminique : I’apport des vitamines est indispensable pour assurer une bonne
croissance, ses besoins surtout en thiamine (B;) de 5 mg/l, biotine (H) de Img/l et en
pyridoxine (Bg) de 6.25 ug/l. (Bouix et Leveau, 1993 et Boulton et al., 2001).

I11.4.2. Besoins physico-chimiques

e La température : la température convenable pour la croissance de S. cerevisiae est de
30° C (Larpent et Gourgoud, 1985).

e Le PH: S cerevisiae représente I’avantage de croitre sur un milieu acide, lequel la
plupart des bactéries ne se développent pas. Elle préfére un PH compris entre 4 et 4.5
(Revuz, 1979).

e L’aération: La levure s’adapte a deux modes de vie en présence ou en absence
d’oxygene. L’oxydation a pour but d’homogénéiser la circulation dans le fermenteur.
Il est nécessaire d’apporter I’oxygene sous forme d’air filtré. Le mode aérobie est
employé¢ pour éviter la production des certaines métabolites qui minimisent la
production de biomasse (Revuz, 1979).
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e La pression osmotique : La levure S. cerevisiae est une espece osmophile qui tolere
des pressions osmotiques €levées et développe sur des milieux a forte concentration en
sucres et en sel mais avec un métabolisme lent au contraire de certaines especes.
(Noui, 2001).

I11.5. Principales applications de Saccharomyces cerevisiae

La levure S. cerevisiae est le microorganisme le plus appliqué aux procédés microbiologiques
traditionnels, industriels et dans la fabrication de divers produits dont les principales
applications sont mentionnées dans (le tableau 7). (Camonis, 1990).

Tableau 7 : principales applications de La levure S. cerevisiae (Camonis, 1990).

Produits de S. cerevisiae Applications

Alcool et CO, Fabrication du pain, vin, biére
Ethanol Solvants

Glycérol Chimie de matieres plastiques
Protéines animales Alimentation de I’homme et bétail
Vitamines Industrie pharmaceutique
Invertase Confiserie

II1 .6. Intérét nutritionnel des levures

Sur le plan nutritionnel, les protéines des levures jouent un rdle important pour combler le
déficit protéique des pays en voie de développement, dont 1’alimentation est essentiellement a
base des céréales.

Pour résoudre ce probléme, la science est orientée vers la production des levures-aliments en
vu d’obtenir des sources protéiques et vitaminiques.

En plus, I’azote aminé représente 70 a 80 % de I’azote total des cellules de S .cerevisiae. On
trouve aussi des acides aminés essentiels dont la teneur est comparable a celle des protéines
du blé et du blanc d’ceuf.par rapport a ce dernier les protéines de la levure de boulangerie S.
cerevisiae sont bien équilibrées (Riviere, 1975).

Les premieres expérimentations en nutrition, ont été rapportées en 1945 en utilisant des
levures de biére séches. De nombreux essais nutritionnels sous controle médical ont été faits
au niveau des centres hospitaliers, sur des malades, sur des vieillards, sur des sportifs, et
¢galement sur des enfants scolarisés. Tous ces essais ont fait la preuve qu’une quantité de 15 a
20 g par jour de levure procure toujours une amélioration de I’état générale et plus de
résistance a la fatigue (Larpent, 1991).
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111 .7. Intérét des levures dans la nutrition animale

Les effets de la levure S. cerevisiae en tant que substitut d’un mélange de vitamines et
d’oligo¢léments ajouté a la ration des poulets de chair sur la croissance et différentes
caractéristiques des carcasses (poids des organes internes, proportions des cendres du tibia)
ont été ¢tudiés. En résultats, aucun des différents régimes alimentaires n’a significativement
modifi¢ les poids des visceéres mais cependant, les dépdts de graisse abdominale ont été
significativement accrus lorsque la ration appauvrie en vitamines et oligo¢léments a été
supplémentée par 5% de levure. La proportion des cendres osseuse (tibia) a significativement
diminuée chez les oiseaux nourris par une ration appauvrie mais une supplémentation par 1%
a 5% de levure a compleétement annihilé cet effet. Ces résultats indiquent que la croissance
des poulets est nettement ralentie par une réduction dans la ration des apports en vitamines et
en oligo¢léments durant toute la période de croissance indépendamment d’une
supplémentation en levure alors que les effets négatifs sur 1’os ont été contrecarrés par
I’inclusion de levure dans la ration chez le poulet. (Sacakli, 2013).
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CHAPITRE IV

LES EXTRAITS DES PLANTES : EXTRAIT DE Yucca schidigera.

IV.1.Présentation de la plante

C’est un arbuste a feuilles persistantes ou un petit arbre avec une habitude de
croissance variable. Typiquement, il ya plusieurs tiges, Webber (Webber, 1953) indique que
4 a 7 tiges par touffe sont fréquentes, mais jusqu'a 23 tiges sont signalés. Les tiges sont sans
branches ou peu ramifi¢e (Kartesz, 1988). La hauteur de la tige varie généralement de 2 a 20
pieds (0.5- 5 m) (Little et Elbert, 1950), quelques spécimens exceptionnels ont atteint 30
pieds (9 m) (Munz et Philip, 1973) munie d’un petit tronc vigoureux et presque lisse et dont
les feuilles jaune-vert a bleu-vert, longues de 30 a 150 cm, larges a la base de 4 a 11 cm,
épaisses, tres rigides aux bords dentelés, et disposées en spirale en haut du tronc donnent a
I’arbuste 1’aspect d’une dense couronne de baionnettes(Little et Elbert, 1950). (Figure 5)

Sy

Figure (5) : Yucca schidigera : plante et ﬂeﬁre (Bietrix, 2004)

L’age de la plante peut étre estimée par le nombre de faisceaux vasculaires, le nombre de
lames de feuille, ou la hauteur (Wallace et al., 1972). Yucca produit 6 feuilles a la fois et
produit 2 a 4 séries par an. En utilisant le nombre de feuilles de plantes, les plus anciens
Yucca étaient jusqu'a 200 ans (Rundel et al., 1996).

N
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IV.2.Composition chimique

La plante contient plusieurs substances phyto-chimiques physiologiquement actives,
représentées par deux grandes familles, les saponines et les composés phénoliques.

IV.2.1.1L.es saponines

La présence de saponines, largement distribuées dans le régne végétal, est rapportée dans plus
d’une centaine de familles de plantes et dans quelques sources marines (poissons, étoiles,
concombres de mer). Ils sont généralement caractérisées par un goit amer, sauf certaines dites
"douces" comme la réglisse (acide glycyrrhizique) qui présente un goiit particulierement sucré
(Giiclii-Ustundag et Mazza, 2007). Les saponines sont des glycosides dont la structure se
caractérise par la présence d’un noyau aglycone stéroide ou triterpéne nommé sapogénine et
d’une ou plusieurs chaines latérales de glucides. Elles sont classées en fonction du nombre de
chaines latérales de leur structure, en saponines mono-, di- ou tri-desmosidiques (Cheeke et
al., 2005).

Les principales sources commerciales de saponines sont deux plantes du désert : Yucca
schidigera du Mexique et Quillaja saponaria originaire du Chili (cette derniére contient des
saponines de structure triterpénoide) (Cheeke, 2000). .

La complexité structurelle des saponines résulte en un certain nombre de propriétés
physiques, chimiques et biologiques diversifiées (Giiclii-Ustundag et Mazza, 2007). En
2000, Moyakoshi et al. publient I’isolement de 13 saponines structurellement différentes,
toutes monodesmosides (Miyakoshi et al.,2000), avec des propriétés antifongiques notables,
mais leurs résultats s'avereront imprécis. C’est un an plus tard en 2001, dans une étude
réalisée sur de la poudre de Yucca schidigera, qu’Oleszek et al. isolent et identifient 8
saponines stéroidiennes dont 5 de structure connue spirostanol [sarsapogénine (66%),
gloriogénine (24%), markogénine (3.5%)] et 3 nouvelles de structure furostanol inédite,
bidesmosidiques, représentant seulement 6.8 % des saponines totales isolées. Les
monodesmosides spirostanol sont largement prépondérants pour environ 93% des saponines
totales. Selon eux, elles déterminent de fagon prédominante les propriétés biologiques
connues du Yucca. Les auteurs évaluent, aprés extraction, la concentration totale des
saponines a environ 10% de la matieére seche initiale, ce qui rend effectivement Yucca
schidigera une des sources les plus riches en saponines du monde végétal (Oleszek et al.,
2001).

1V.2.2.L.es composés phénoliques

D’autres constituants physiologiquement actifs de la plante Yucca schidigera ont été
identifiés. IlIs répondent a plusieurs dénominations: phénols, polyphénols, composés
phénoliques ou composés polyphénoliques.
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Deés 2001 cinq d’entre eux sont identifiés et leurs structures établies par spectrométrie .11
s’agit de . 2 stilbénes : - le trans-3, 4°, 5-trihydroxystilbéne, appelé Resvératrol - le trans-3, 3°,
5, 5’-tétrahydroxybutyl-4’methoxystilbéne, (appelé dérivé méthoxy du Resvératrol) . 3
nouveaux composé€s : les yuccaols A, B et C. Molécules complexes dont les spiro-structures
sont inhabituelles car rarement retrouvées dans le régne végétal (Piacente et al., 2002). La
famille est complétée par la yuccaone A, puis les yuccaols D et E et le larixinol. La
spectrométrie de masse est la technique la mieux adaptée a ces molécules. Elle est facilement
applicable a cette plante dont elle permet 1’identification rapide, directe et la quantification
des composés particuliers a partir des produits bruts (Piacente et al., 2002). Les dérivés
phénoliques sont présents exclusivement dans 1’écorce de Yucca et dans ses produits dérivés.
IIs sont absents des produits obtenus par extraction mécanique (jus et extraits.

IV.3.Etude pharmacologique

IV.3.1.Les saponines

Les saponines sont responsables de nombreuses propriétés biologiques de Yucca schidigera.
Elles sont surtout utilisées comme additif alimentaire dans les productions animales.

a. Sur la production d’ammoniac :

L’introduction dans I’alimentation d’espéces non ruminantes (porc, volaille, lapin) des
produits a base de yucca a hauteur de 100-150 ppm (parties par million) réduit nettement la
concentration d’ammoniac dans le lieu de vie des animaux et dans leurs excréments. Les
polyphénols pourraient aussi étre impliqués en se liant au groupe amine des acides aminés; ils
pourraient ainsi se lier a I’ammoniac. Une action anti-uréase est également possible, mais pas
chez les volailles qui excrétent de 1’acide urique et non de 'urée. Des essais se sont aussi
montrés convaincants dans la gestion de I’ammoniac s’accumulant dans ’eau de mer dans
I’¢levage de la crevette tigrée (Penaeus monodon). L’utilisation du Yucca pourrait étre
envisagée dans la mariculture (Santacruz-Reyes et Chien, 2009).

b. Sur les odeurs fécales :

Ajouté a I’alimentation de chiens et chats, Yucca réduit les odeurs fécales et modifie le
tableau des matieres fécales volatiles. Parmi plusieurs modes d’action envisagés, la fixation
directe de composés odorants a certains composants du Yucca est plausible. De plus il a été
observé une diminution significative de la production d’hydrogéne sulfuré chez des chiens
nourris au Yucca entrainant la baisse des flatulences a odeurs désagréables a cause de la lyse
cellulaire (Cheeke, 2000).

c. Sur le cholestérol :

Il est connu de longue date que les saponines forment des complexes insolubles avec le
cholestérol. La partie lipophile de la saponine (aglycone ou sapogénine) s’associe au noyau
stérol hydrophobe du cholestérol en un agrégat micellaire. Le cholestérol sérique s’en trouve
diminué (Oztasan et al., 2008)
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d. Sur les parasites :

Action connue sur les protozoaires et les nématodes. La complexation irréversible des
saponines avec le cholestérol contenu dans les membranes des protozoaires entrainant la lyse
puis la mort des cellules a été¢ montré in vitro et in vivo (Piacente et al., 2006).

Une application a été envisagée dans la lutte contre la giardiose, causée par un protozoaire
pathogene intestinal humain et animal, Giardia duodenalis, trés répandu dans le monde.
L’¢tude d’Allister et al. (2001) indique que la poudre de Yucca a réduit in vitro la présence
des trophozoites (inhibition de 1’adhérence), au méme titre que le métronidazole. In vivo chez
des gerbilles, I’administration de poudre de yucca a diminué I’excrétion du parasite seulement
a partir de I’iléon. Des agneaux recevant 10 g de poudre de Yucca par jour ont excrété plus de
parasites que le groupe témoin mais la prévalence de la maladie n’a pas baissé. Les auteurs
suggerent que la durée ou les doses de traitements étaient insuffisants pour se prononcer
clairement (Allister et al., 2001).

e. Sur les bactéries et les champignons :

Certaines saponines ont une activité anti-bactérienne; or, les stérols sont absents des
membranes bactériennes, suggérant un mode d’action différent pour cette activité. Un mode
d’action par adsorption est mis en évidence par (Killen et al. 1998). De plus, Yucca peut se
lier a NHy lorsque les taux sont élevés dans le rumen et le libérer lorsque son taux est faible,
régulant ainsi I’approvisionnement nutritif pour la synthése des protéines des populations
microbiennes spécifiques: bénéfique pour les bactéries amylolytiques (ruminants nourris a
base de grains de haute valeur alimentaire), négatif sur les populations cellulolytiques et les
champignons intraruminaux. Cela pourrait étre utilis€ pour orienter les populations
microbiennes intraruminales désirées (Wang et al., 2000). L’activité anti-levure décrite
pourrait contribuer a une meilleure conservation des produits alimentaires (Miyakoshi et al.,
2000).

f. Sur la croissance des animaux :

Les saponines de Yucca schidigera ont montré une amélioration de la croissance et de
I’efficacité¢ alimentaire chez les volailles, les porcs et certains poissons (Carpe commune)
(Yen et Pond, 1993). Habituellement les saponines sont réputées toxiques chez les poissons
par effet destructeur de I’épithélium respiratoire et de la muqueuse intestinale (Francis et al.,
2002).

g. Sur ’oxydation :

Yucca schidigera montre des propriétés anti-oxydantes notables (Cicergi et al., 2009), mais
les publications sur I’étude des saponines ne sont pas suffisamment précises pour que 1’on
puisse attribuer ce caractére aux saponines de cette plante, alors méme qu’elle contient
d’autres molécules trés impliquées dans ce processus (les polyphénols).
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1V.3.2.1L.es poly-phénols

Les composés phénoliques présents dans Yucca schidigera sont a I’origine d’une large gamme
d’activités biologiques dont les plus étudiés sont I’activité antioxydant et anti-inflammatoire.

a. Effet antioxydant

Yucca schidigera montre des propriétés anti-oxydantes notables (Cicergi et al., 2009).
Cependant, l'activité est attribuée plus précisément aux composants phénoliques. Apres
identification précise des molécules phénoliques présentes dans Yucca, Piacente et al.
(Piacente et al.,, 2004) analysent la fraction phénolique, afin d’évaluer son activité
antioxydante en mesurant sa capacité de capture des radicaux libres, qui sont des ¢éléments
d’oxydation nocifs pour la cellule, selon deux protocoles différents. Dans les deux cas
I’activité tres significative des composés phénoliques de Yucca schidigera est démontrée, par
comparaison avec le Trolox (antioxydant de synthése) et la Vitamine E.

b. Effet anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires de Yucca schidigera ont été démontrées dans plusieurs
études, particulierement in vitro. Une étude a été réalisée en 2008 a partir d’une fraction riche
en composés phénoliques issus de Yucca schidigera sur les enzymes clefs du métabolisme de
I’arachidonate. Elle a démontré que les composés phénoliques purs ainsi que la fraction de
produit testé sont capables d’inhiber non sélectivement les cyclo-oxygénases COX-1 et COX
2 (Wenzig et al., 2008).

Marzocco et al., (2004) testent in vitro la capacité des yuccaols A, B et C issus de 1’écorce de
Yucca schidigera a réduire la production de NO et/ou a inhiber I’expression de la protéine
iNOS, pour des doses de 0.01 a 100 microM. Finalement, ils ont conclu que : le yuccaol A n’a
inhib¢ significativement que la libération de NO, et ce a la plus haute dose utilisée (100
microM) ; Le yuccaol B n’a montré aucune action sur ces parametres; Le yuccaol C réduirait
I’expression de la protéine iNOS via le facteur de transcription NF-kB. Les propriétés anti-
inflammatoires de Yucca schidigera peuvent étre liées a la présence du resvératrol mais aussi
du yuccaol C.
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1v.4. La Coccidioses :

La coccidiose aviaire est une protozoose infectieuse, due a la présence et dans les
cellules épithéliales de la muqueuse intestinale principalement, de diverses coccidies
pathogénes du genre Eimeria, généralement tres spécifiques (Fontaine et Cadoré, 1995 ;
Fortineau et Troncy, 1985). Chez le poulet de chair, elle se traduit cliniquement par des
troubles digestifs (entérite, entérocolite, typhlite parfois
hémorragique), mortels dans les formes graves, entrainant de fortes baisses de production
dans les formes atténuées (Fontaine et Cadoré, 1995).

Les anticoccidiens sont encore aujourd’hui la principale méthode de lutte contre les
coccidioses. En élevage de poulets de chair, la méthode consiste a administrer aux animaux,
pendant toute la durée de 1’¢élevage (a I’exception de la période de retrait Iégale avant
I’abattage) et dans 1’aliment, une substance capable d’inhiber le développement du parasite ou
de le détruire.

L’utilisation intensive et prolongée des anticoccidiens a conduit a I’apparition plus ou

moins rapide, sur le terrain, de coccidies résistantes (Chapman, 1997). La chimiorésistance est
un phénomeéne qui semble exister avec tous les anticoccidiens actuellement utilisables
(Chapman, 1984). L'apparition dans les ¢élevages de souches résistances est plus ou moins
rapide suivant la substance considérée. Les différences dans les vitesses d'apparition des
souches résistantes laissent supposer que les mécanismes mis en jeu sont différents. Enfin, si
une souche peut étre résistante a plusieurs anticoccidiens il ne semble pas exister pour l'instant
de résistance croisée a des anticoccidiens de familles chimiques différentes.

Diverses publications font état d’études d’efficacité des produits a base de plantes sur la
prévention des coccidioses in vivo. Une étude réalisée par Allen et al. (1997) a démontré que
I’extrait de feuille d’absinthe utilisé sous forme d’additif alimentaire posséderait un effet
protecteur contre les 1ésions intestinales produites par le parasite.
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