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Introduction

Les ruminants sont des animaux polygastriques, a la différence des autres animaux,
dont la dégradation de leur alimentation s’opére principalement grace a I’activité métabolique
de leur microbiote ruminal. Ce dernier est composé de bactéries, champignons et
protozoaires, nichés dans différents endroits du rumen : a la surface de la paroi ruminale
(microorganismes aéroanaérobies facultatifs), dans le liquide ruminale et fixés aux fibres
alimentaires (flore anaérobie). De ce fait, les voies métaboliques de dégradation des composés
de la ration se font en anaérobiose et engendrent la production de biogaz (dioxyde de carbone
et du méthane) en plus d’acides gras volatils qui représentent la source énergétique majeure
pour les ruminants.

Parmi les composants alimentaires de la ration des ruminants les protéines
alimentaires. Ces composants sont nécessaires pour le maintien des fonctions vitales, la
croissance, la reproduction et la production de lait et de viande. Cependant, elles sont en
grande partie perdues comme source d’acides aminés pour 1’animal en raison de leur
hydrolyse en niveau du rumen. Les protéines alimentaires sont dégradées par les
microorganismes du rumen d'abord en acides aminés et ensuite en ammoniac et acides gras
volatils. L'azote non-protéique des aliments et l'urée recyclée dans le rumen par
I'intermédiaire de la salive ou la paroi du rumen contribuent aussi a la formation de
I'ammoniac dans le rumen (Tamminga, 1979). Cet ammoniac est réutilisé par les
microorganismes pour la synthése de leurs protéines microbiennes. Lorsque la quantité
d’ammoniac est insuffisante pour les besoins du microbiote ruminal, la digestibilité des
aliments tend a diminuer. Par contre, lorsque sa production dépasse les capacités
d’assimilation des microorganismes, I’excedent passe dans le sang et est métabolis€ au niveau
du foie en urée et excrété dans l'urine. Ainsi, la valeur azotée des protéines se trouve abaissé
(Croisier, 2012).

En Algérie, La production fourragére et pastorale est tres limitée et représente souvent
un frein a I’essor de 1’¢levage (Abdelguerfi et Laouar, 1999). Ce probleme d’alimentation du
cheptel se résume a la pauvreté de l'offre fourragére due a la faiblesse des superficies
emblavées, au manque d’eau et a la non maitrise des techniques culturales (Kadi et Djellal
2009). Les ressources fourragéres sont assurées en grande partie par les terres de parcours
(jachéres, prairies naturelles, parcours steppiques, parcours forestiers...) et les sous-produits
de la céréaliculture (chaumes des ceréales, pailles). Cependant, l'utilisation d’arbres et
d’arbustes fourragers représente un moyen potentiel pour augmenter la qualité et la

disponibilité des ressources alimentaires pour le bétail (Abdelguerfi et al., 2008).
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En effet, les feuillages des arbres et arbustes fourragers sont largement utilisés en alimentation
du bétail dans les pays en voie de développement (Van Swinderen, 1991). lls constituent une
partie importante et souvent indispensable dans leurs rations. La valeur fourragere de ces
feuilles est souvent supérieure a celle des plantes herbacées, en particulier dans le cas des
I[égumineuses. lls fournissent dans les zones arides et semi-arides la plus grande partie de
l'apport en protéines pendant la saison séche, période durant laquelle 1’azote est le principal
facteur limitant pour les productions animales (Baumer, 1992; Archimede et al., 2011).

Dans les zones steppiques en Algérie, les arbustes fourragers représentent une part non
négligeable dans la couverture des besoins alimentaires du cheptel ovin. Alors que dans les
régions désertiques, les arbres et arbustes fourragers combinés aux fourrages naturels
représentent souvent la quasi-totalit¢é de 1’alimentation des camelins. Dans les régions du
Nord, ces ressources fourrageres sont distribuées aux bovins et ovins en période de soudure
alors qu’elles constituent une grande partie de la ration quotidienne des chévres au paturage
(Kadi et Zirmi-Zembri, 2016).

Les espéces du genre Acacia sont des arbustes Iégumineux couramment trouves dans
les zones arides et semi-arides d'Algérie. lls sont adaptés aux faibles précipitations, a la
sécheresse et a la salinité des sols de ces régions. Ils sont généralement riches en protéines,
énergie et minéraux. lls produisent du bois, des graines comestibles, des gommes précieuses
et peuvent fournir des suppléments protéiques importants dans la nutrition des ruminants, en
particulier pendant la saison seche lorsque la disponibilité de fourrage frais est limitée. En
revanche, ils sont riches en facteurs antinutritionnels notamment les tanins (Fikri Benbrahim
etal., 2014).

Les tanins sont des métabolites secondaires de haut poids moléculaire qui sont
largement distribués dans les plantes. Leur réle principal consiste a se protéger contre les
prédateurs herbivores, les bactéries et les champignons. lls ont divers effets sur les systémes
biologiques ; ce sont des antioxydants biologiques, des chélateurs d’ions et des agents
précipitants des protéines (Sliwinski et al., 2002; Hao et al., 2011).

Dans la nutrition des ruminants, les tanins peuvent avoir des effets néfastes et des effets
bénéfiques. Les effets néfastes sont dus a leur capacité de se lier aux macromolécules
principalement aux protéines (Ningrat et al., 2016; Naumann et al., 2018); ils sont considéres
comme des facteurs antinutritionnels qui réduisent I'apport alimentaire et la digestibilité des
nutriments (Bravo, 1998; Goel et al., 2005; Mezzomo et al., 2011). Cependant, ils peuvent
réduire la dégradation des protéines ruminales et, par conséquent, augmentent leur flux vers

I'intestin (Liu et al., 2011; Patra et Saxena, 2011) indirectement par inhibition de I’activité des

2



Introduction

enzymes protéolytiques (Makkar, 2003) et/ou directement par leur enrobage moléculaire.
Cette derniere activité constitue une voie biotechnologique d’amélioration de la production
animale. C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thése dont 1’objectif est de mettre en
évidence cette voie biotechnologique, en testant les effets des tanins extraits de quatre especes
du genre Acacia : Acacia pycnantha, Acacia dealbata, Acacia horrida et Acacia cyanophylla,
et de trois sous-produits végétaux riches en tanins: les feuilles du palmier dattier (Phoenix
dactylifera), les tiges d'artichaut (Cynara scolymus) et I’écorce de grenade (Punica granatum)
sur la fermentation ruminale in vitro.

La premiére partie de cette these est une étude bibliographique divisée en deux parties,
La premiere présente des generalités sur le rumen et ses microorganismes, la production et
I’émission de méthane entérique. La seconde est consacré a 1’étude des caractéristiques des
tanins particulierement les tanins condensés et leurs effets sur les différents parameétres de
fermentation ruminale.

La seconde partie est consacrée dans un premier temps a la description des matériels et
des méthodes utilisés au cours de 1’é¢tude et dans un second temps a 1’exposition et la
discussion des résultats obtenus.

Enfin, la derniére partie rassemble la conclusion générale et les futures perspectives.
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Synthese Bibliographique

1. GENERALITES

1.1. Anatomie des estomacs des ruminants

L’appareil digestif des ruminants est compos¢ de trois compartiments placés avant la
caillette (obamasum) qui est le véritable estomac. Ce sont successivement le rumen ou (la
panse) le réseau ou (réticulum) le feuillet ou (omasum) (Castillo-Gonzélez et al., 2014) (fig.
1).

- t( I'cesophage
~7 . S
‘ :

Gros mtestin

Figure 1. Appareil digestif des ruminants
1.1.1. Le rumen

Le rumen est le plus grand compartiment de I'estomac complexe occupant la moitié
gauche de la cavité abdominale (Agarwal et al., 2015). Selon I’espéce des ruminants, le
rumen renferme de 70 a 75 % du contenu total du tube digestif et représente de 50 a 60 % de
son volume (Qi et al., 2010). 1l s’ouvre trés largement vers 1’avant sur le réseau; le réseau et le
rumen sont souvent considérés comme un seul organe appelé réticulo-rumen. C’est le
compartiment ou s’effectue la plus grande partie de la dégradation des aliments ingérés par
I’animal, grace a la population microbienne qu’il abrite. Il réunit des conditions physico-
chimiques particuliéres permettant 1’existence et le fonctionnement d’un microbiote

spécifique (Tharwat et al., 2012).
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1.1.2. Le Réticulum

Son nom dérive de sa muqueuse réticulée et parsemée également de papilles
absorbantes. Il joue un role central dans la circulation des particules. Les particules qui
franchissent 1’orifice réticulo-omasal doivent avoir une taille moyenne inférieure ou égale a 1
mm. Les aliments solides qui n’ont pas acquis la taille minimale vont étre séquestrés dans le
rumen ou elles subissent une rumination et une dégradation microbienne (Ruckebusch et Kay,
1971).

1.1.3. Le feuillet

C’est un organe sphérique chez les bovins et ovoide chez les moutons. Il se situe a la
droite du rumen, sa paroi intérieure est tapissée de trés nombreuses lamelles muqueuses
semblables aux feuilles d'un livre, d'ou son nom. La cavité du feuillet est limitée & un canal
qui communique en amont avec le réseau par un sphincter (sphincter réticulo-omasal), en aval

avec la caillette par un orifice beaucoup plus large et dilatable.

1.1.4. La caillette

Appelé le vrai estomac, c’est le seul compartiment sécrétoire de l’estomac des
ruminants. L’épithélium luminal est constitué¢ de cellules sécrétrices qui produisent du mucus
et de l'acide chlorhydrique nécessaires a la dégradation des aliments. Les fonctions digestives
de la caillette du ruminant sont donc analogues a celles de 1’estomac des mammiferes

monogastriques (Thivend et al., 1985).
1.1.5. L’intestin

L'intestin est une partie tubulaire musculo-membraneux du tube digestif tres longue
avec plusieurs modifications pour des fonctions spécifiques. Elle est divisée en intestin gréle,
comprenant le duodénum, le jéjunum et I’iléum et en gros intestin comprenant le caecum, le

colon et le rectum (William-Walker, 1981).

1.2. Propriétés physicochimigues du rumen

Les principaux facteurs influencant la croissance et l'activité des populations
microbiennes du rumen sont la température, le pH, le pouvoir tampon, la pression osmotique
et le potenticl d’oxydoréduction. Ces facteurs sont déterminés par les conditions

environnementales.
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1.2.1. La température

La température dans le rumen est maintenue entre 39 a 39,5 °C et peut augmenter
jusqu'a 41 °C immédiatement apres la nourriture de I'animal, car le processus de fermentation
génére de la chaleur (Brod et al., 1982; Wahrmund et al., 2012).

1.2.2. pH et pouvoir tampon

Dépendent de la production de la salive, de la production et de ’absorption d’acides
gras a chaine courte (AGCC), du type et du niveau de consommation de la nourriture et des
échanges de bicarbonates et de phosphates a travers I'épithélium du rumen. Ainsi, ces facteurs
déterminent a la fois le pH et la capacit¢ tampon dans I’environnement du réticule
(Aschenbach et al., 2011). Le pH change constamment, mais il reste généralement compris
entre 5,5 et 7,0 en fonction du régime alimentaire et du pouvoir tampon de la salive et des

sécretions réticulo ruminales (Krause et Oetzel, 2006).
1.2.3. La pression osmotique

Dépend de la présence d'ions et de molécules, I'osmolalité dans le liquide ruminal est
d'environ 250 mOsm/kg et peut atteindre 350 a 400 mOsm/kg, immédiatement apres la prise
alimentaire puis diminue progressivement sur une période de 8 a 10 heures (Lodemann et
Martens, 2006). La pression osmotique augmente avec la présence d'acides gras volatils
(AGV) produits par le processus de fermentation et a une relation directe avec le pH dans les

régimes riches en glucides (Lodemann et Martens, 2006).

1.2.4. Le potentiel d’oxydoréduction

Le rumen est caractérisé par des conditions d’anaérobiose. Cependant, de trés faibles
quantités d’oxygene peuvent entrer dans le milieu via 1’alimentation. La présence des souches
de bactéries aérobies facultatives contribuent a son élimination ce qui permet de maintenir
I'écosystéme en anaérobiose. Le milieu ruminal est réducteur, son potentiel d’oxydo-réduction

moyen est de -250 mv (Castillo-Gonzélez et al., 2014).

1.3. Le microbiote ruminale

Le rumen contient les microbes les plus variés et les plus denses connus dans la nature.
Les microorganismes du rumen peuvent étre divisés en trois groupes principaux: les bactéries,
les protozoaires et les champignons & des concentrations respectives de 10%°, 10° et 10*
cellules / ml (Czerkawski, 1986).
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1.3.1. Les bactéries

Le rumen comprend généralement environ 10™°-10" bactéries /ml (Hungate et al.,
1966). Ces bactéries sont responsables de la majorité des fermentations ruminales. La
population bactérienne constitue environ 50 % de la biomasse microbienne et représente la
catégorie de microorganismes la plus complexe et la plus importante (Stewart et al., 1997).
Elle est composée essentiellement de bactéries anaérobies strictes (Thivend et al., 1985). Des
comparaisons de séquences d'ADN ribosomal 16S ont mis en évidence un degré élevé de
diversité parmi les bactéries du rumen et de nouvelles especes continuent d'étre identifiées et
décrites (Agarwal et al., 2015).

Les bactéries du rumen varient en taille et en forme. Parmi les petites bactéries (1-2 p de
diametre), il existe des batonnets, de petits ovales, des cocci ronds et des batonnets trés courts.
La population bactérienne du rumen contient également une faible proportion de grosses
bactéries (3-61 de diamétre). Elles forment trés souvent des chaines, des rosettes et des autres
groupes associés (Czerkawski, 1986).

Les bactéries du rumen sont généralement classées selon les substrats qu’elles sont capables
de fermenter ou de dégrader en bactéries cellulolytiques, amylotiques, hémicellulolytiques,
saccharolytiques, protéolytiques, méthanogenes, lipolytiques et en bactéries utilisant les

produits formés par d’autres microbes (Jouany, 1994) (tab. 1).

La population bactérienne occupe trois biotopes distincts. Elles peuvent étre libres dans le
liguide du rumen, ou attachées soit a la paroi interne du rumen, soit aux particules
alimentaires. Enfin, certaines especes bactériennes vivent également liées a la surface des

protozoaires (Hungate, 1966).
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Tableau 1. Caractéristiques des principales bactéries du rumen (Castillo-Gonzélez et al., 2014)

. . Coloration . . .
Microorganismes de Gram Morphologie Produits de Fermentation
Bactéries dégradant la cellulose
Fibrobacter succinogenes Négative Bacille Succinate, Acétate, Formiate
Butyrivibrio fibrisolvens Négative Bacille courbé Acétate, Formiate, Lactate, Butyrate, H,, CO,
Ruminococci albus Positive Cocci Acétate, Formiate, H,, CO,
Clostridium lochheadii Positive Bacille sporulé Acétate, Formiate, Butyrate, H,, CO,
Bactéries amylolytiques
Bacteriodes ruminicola Négative Bacille Formiate, Acétate, Succinate
Ruminobacter amylophilus Négative Bacille Formiate, Acétate, Succinate
Selenomonas ruminantium Négative Bacille courbé Acétate, Propionate, Lactate
Succinomonas amylolitica Négative Ovale Acétate, Propionate, Succinate
Streptococci bovis Positive Cocci Lactate
Bactéries lipolytiques
Anaerovibrio lipolytica Négative Bacille Acétate, Propionate
Bactéries dégradant le lactate
Selenomonas lactilytica Négative Bacille courbé Acétate, Succinate
. . . Acétate, Propionate, Butyrate, H,, CO,
Megasphaera elsdenii Positive Cocci Valérate
Bactéries dégradant la pectine
Lachnospira multiparus Positive Bacille courbé Acétate, Formiate, Lactate, H,, CO,
Archées ruminales
(méthanogénes)
Methanobrevibacter ruminantium Positive Bacille CH, (de H,+CO, ou Formiate)
Methanomicrobium mobile Négative Bacille CH, (de H,+CO, ou Formiate)
Bactéries utilisant de I'acide
lactique
Megasphaera elsdenii Négative Cocci Lactate

1.3.2. Les protozoaires

Les protozoaires sont présents dans le rumen en nombre beaucoup plus faible que les

bactéries mais, en raison de leur taille, ils représentent parfois jusqu'a la moitié de la masse

microbienne (Williams et Coleman, 1992). Plus de 30 genres différents (environ 300 especes)



Synthese Bibliographique

de protozoaires ont été décrits depuis leur decouverte initiale depuis 150 ans (Wang et al.,

2012). Les principales especes sont représentées dans le tableau 2.

IIs produisent des enzymes qui participent directement a la digestion des particules ingérées.
Cependant, malgré le fait qu’ils constituent une grande partie de la biomasse du rumen, leur
réle dans la fermentation ruminale et leur contribution au métabolisme et a la nutrition de

I'animal restent un sujet de grande controverse (Morgavi et al., 2010).

Les protozoaires sont divisés en deux groupes les protozoaires flagellés et les protozoaires
ciliés. Les flagellés sont présents en faible concentration (10° & 10%/ml) et leur role est mal
connu. Les protozoaires ciliés étant de loin les plus importants, ils représentent entre 10° et
10° cellules/ml (Chaucheyras-Durand et Ossa, 2014).

Les protozoaires ciliés sont composes de holotriches et des entodiniomorphes. Les holotriches
jouent un role important dans 1’utilisation des sucres solubles, ils aident a contrdler le taux de
fermentation des glucides lorsque de grandes quantités de glucides solubles sont présentes
dans le régime alimentaire. Les entodiniomorphes sont responsables du contréle de la
digestion de I'amidon en engloutissant des granules entiers. Ils ingerent aussi continuellement

les bactéries (Morgavi et al., 2010).

Les ciliés sont également protéolytiques, une population abondante de protozoaires est
souvent associée a une concentration élevée en ammoniac dans le rumen. lls utilisent les
acides aminés mais leurs besoins azotés sont en grande partie couverts par 1’ingestion des

bactéries (Jouany, 1994).

Tableau 2. Principaux protozoaires ruminales (Castillo-Gonzélez et al., 2014)

Protozoaire Produits de fermentation
Protozoaires cellulolytiques
Enoploplastron triloricatum Sucres réduits

Eudiplodinium maggii
Diploplastron affine
Epidinium ecaudatum |
Diplodinium monacanthum
Diplodinium pentacanthum

Protozoaires protéolytiques
Entodinium caudatum Ammoniac, Acides gras volatils
Eudiplodinium medium
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1.3.3. Les champignons

Les champignons du rumen constituent 5 a 8% de la biomasse microbienne totale
(Orpin et Joblin, 1997). Ils sont présents dans 1’ensemble du tractus gastro-intestinal dont 90%
sont présents dans le réticulo-rumen et 10% sont distribués dans le reste du tractus gastro-
intestinal (Davies et al., 1993).

Les champignons constituent le groupe le moins bien caractérisé en raison de leur faible
densité cellulaire, leur vitesse de croissance lente et de la difficulté de les conserver pendant
une longue période et de les identifier, il a été initialement estimé que 10™ des champignons
du rumen n’avaient qu’une implication minime dans la digestion des ruminants. Cependant,
de plus en plus de preuves confirment leur fonction de colonisateur primaire et de digesteur de

matiére végétale dans le rumen (Benoit, 2018).

La présence de matieres fibreuses a base de plantes dans le rumen attire rapidement les
zoospores, vraisemblablement par chimiotactisme, qui colonisent ensuite ce substrat. Une fois
fixées, les zoospores se développent en mycéliums qui envahissent et décomposent le
matériau en fibres végeétales. En raison de leur activité et de leur croissance, les champignons
du rumen sont capables de pénétrer dans le tissu végétal et de le perturber, ce qui augmente
également la surface de substrat exposée, facilitant ainsi I'acces a d'autres utilisateurs de fibres

végétales, telles que les bactéries et les protozoaires (Williams et Orpin, 1987).

Les champignons produisent de grandes quantités d’enzymes impliquées dans la digestion des
glucides de la paroi végétale (exocellulases, endocellulases, cellodextrinases) pour former du
cellobiose qui est ensuite fermenté. 1ls peuvent aussi solubiliser les formes les plus résistantes
de cellulose cristalline, telles que les fibres de coton, mais ils ne peuvent pas utiliser les
pectines (Jouany, 1994). Les champignons du rumen sont dépourvus de mitochondries et ne
possedent ni cytochromes ni autres composants biochimiques nécessaires a la phosphorylation
oxydative (Fonty et Joblin, 1991). lIs utilisent des organites spécifiques, des hydrogénosomes,
pour fermenter des monosaccharides issus de la décomposition de polysaccharides structuraux

de plantes en Hy, CO,, formiate et acétate en tant que produits finals (Benoit, 2018).

A ce jour, seuls six genres de champignons anaérobies du rumen ont été identifiés, & savoir
Neocallimastix, Orpinomyces, Cyllamyces, Anaeromyces anciennement (Ruminomyces),
Piromyces anciennement (Piromonas), Caecomyces anciennement (Sphaeromonas) (Agarwal
et al., 2015) (tab. 3).

10



Synthese Bibliographique

Tableau 3. Champignons anaérobies du rumen chez différents ruminants (Agarwal et al., 2015)

Genre Especes Source
communis Mouton

Caecomyces — Bovin
sympodialis Vache
Equi Mouton
Piromyces Communis Mouton
Vache

Spiralis Chevre

Polycephalus Buffle
Mae Mouton
Neocallimastix Frontalis Mouton
Vache
Patriciarum Mouton

Hurleyensis Vache
Mouton

Variabilis Vache

Anaeromyces Elegans Vache
Mucronatus Mouton

Vache
Orpinomyces Joyonii Mouton
Vache

Buffle

Intercalaris Vache

Buffle

Bovis Vache

Cyllamyces Aberensis Vache
Icaris Buffle

1.4. Dégradation des aliments par le microbiote ruminale

Les macromolécules alimentaires ingérées sont dégradé dans le rumen en petits
molécules qui sont ensuite transférées dans le flux sanguin a travers la muqueuse digestive.

Cette hydrolyse est réalisée par des enzymes d'origine microbienne.
1.4.1. Le métabolisme glucidique

La fermentation dans le rumen est de loin le moyen le plus important par lequel les
ruminants digerent les glucides (Sutto, 1979). Les ruminants sont capables de digérer et
d'utiliser une large gamme de glucides que la plupart des autres mammiféres (Sutto, 1971).
Les glucides composant le régime alimentaire des ruminants peuvent étre divises en deux
groupes: les glucides intracellulaires comprenant les glucides solubles et les polysaccharides
de réserve, et les glucides structurels de la paroi cellulaire (fibre) composés de cellulose,

d’hémicelluloses (Noziere et al., 2010).

11
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Les sucres simples présents dans le contenu cellulaire de la plupart des plantes sont le glucose
et le fructose. Ces sucres n'ont pas besoin d'étre dégradés dans le rumen avant d'étre
métabolisés par les micro-organismes du rumen (Nafikov et Beitz, 2007).

Les glucides complexes, la cellulose, I'némicellulose, et I'amidon; polysaccharide de stockage
le plus répandu dans le regne végétal qui représente 70% de la matiére séche de certaines
céréales et jusqu'a 30% de la matiére seche de fruits et de racines (Morrison, 1979), sont
hydrolysés en unités monomeéres par les micoorganismes du rumen par différentes enzymes
microbiennes tel que les cellulases, les hemicellulases, les amylases. Ils sont ensuite fermentés
en pyruvate principalement par les voies de la glycolyse d’Embden-Meyerhof et des pentoses
phosphates. Le pyruvate est ensuite converti en acides gras volatils et en méthane (CHy) (fig.
2). Les AGV sont formés dans des proportions trés différentes: 1’acétate (56-70%), le
propionate (17-29%) et le butyrate (9-19%). lls sont transportés du rumen dans le sang en tant

que source d’énergie pour étre utilisée par les tissus (Sutto, 1979; Lin et al., 1985).
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Figure 2. Metabolisme des glucides dans le rumen (Jouany, 1994)
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1.4.2. Métabolisme proteique

Le métabolisme des protéines dans le rumen commence par leur dégradation en
peptides, ces peptides sont ensuite hydrolysés en acides amines (Debroas et al., 1998). Le
taux de la protéolyse est étroitement lié a la solubilité des protéines dans le liquide ruminale.
Certaines protéines alimentaires non solubles dans le rumen échappent de cette dégradation
(Smith, 1969).

Le processus de la protéolyse est principalement di aux bactéries et aux protozoaires
(Durand, 1982). Les bactéries protéolytiques, représentant de 30-50% de la population
bactérienne du rumen, dégradent principalement les protéines solubles par des protéases
composées d’exo et d’endopeptidases qui sont localisées a la surface de leurs membranes
bactériennes. La protéolyse a lieu donc en dehors de la cellule (Leng, 1993). Chez les
protozoaires, la protéolyse s’effectue a I’intérieur de la cellule a partir des particules

alimentaires et des bactéries qu’ils ingerent.

Les acides aminés issus de la dégradation microbienne sont ensuite désaminés en ammoniac
(Tamminga, 1979). La partie majeure de cet ammoniac est réutilisé par les microorganismes
pour la synthese de protéines microbiennes. Cette synthese dépend de la quantité d'énergie
(sous forme d'ATP) produite par la fermentation des glucides. Les acides aminés qui entrent
dans l'intestin du ruminant et y sont absorbés ont donc deux origines: une fraction alimentaire

non dégradee et une fraction microbienne (Delteil, 2004).

Lorsque la production d’ammoniac dépasse les capacités d’assimilation des microorganismes
du rumen, I’excedent passe dans le sang et est métabolis¢ au niveau du foie en urée et excrété
dans l'urine entrainant ainsi une baisse de I’efficacité d’utilisation de 1’azote par le ruminant
(Croisier et Croisier, 2012). Cependant I’'urée peut étre recyclée par diffusion a travers la
paroi du rumen ou par le biais des sécrétions salivaires (fig. 3). L’urée joue un réle
particuliérement important chez les animaux consommant de faibles quantités d’azote, le
recyclage permet d’éviter les pertes urinaires et d’approvisionner les microorganismes du

rumen en azote (Huntington et Archibeque, 2000).
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Figure 3. Métabolisme protéique dans le rumen
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1.4.3. Métabolisme lipidique

Les lipides représentent une source énergétique importante dans le régime alimentaire
des ruminants (Baumann et al., 2003). La ration des ruminants contient généralement entre 2
et 5% de lipides, dont environ la moitié est des acides gras (Doreau et Ferlay, 1994). Le

métabolisme des lipides dans le rumen s’effectue en deux étapes (Nafikov et Beitz, 2007)
(fig. 4).

La premiére étape du métabolisme des lipides dans le rumen est I'hydrolyse. Les lipides
diététiques sont largement hydrolysés dans le rumen en acides gras libres (AG) par des lipases
microbiennes des bactéries (Doreau et Ferlay, 1994). Les protozoaires ne participent pas
beaucoup a I'hydrolyse. L'hydrolyse des lipides produit également du glycérol et du galactose,
qui sont convertis en acides gras volatils principalement le propionate et le butyrate (Doreau
et Chilliard, 1997).
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gras insaturés, AGV: Acides gras volatiles, PL: Phospholipides, Acides trans: intermédiaires dans le
processus de bichydrogénation, ] AG: attachés aux particules alimentaires.

Figure 4. Métabolisme des lipides dans le rumen (Baumann et al., 2003)
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La biohydrogénation des acides gras insaturés est la deuxieme transformation majeure que les
lipides alimentaires peuvent subir dans le rumen avant leur absorption dans I’intestin gréle
(Baumann et al., 2003) (fig. 5). Elle se produit sur des acides gras libres dont les principaux
sont les acides linoléique (C18:2) et linolénique (C18:3) par des enzymes extracellulaires de
bactéries associées aux aliments ou libres en suspension (Harfoot et Hazlewood, 1997). Le
produit final de I'nydrogénation des acides gras est l'acide stéarique (C18:0). Cependant,
lorsque de grandes quantités d’acide linoléique (C18:2) sont disponibles, 1’hydrogénation
s’arréte généralement avant cette étape finale, ce qui conduit a divers isomeres cis et trans de
I’acide monénoique dont le plus important est 1'acide trans-vaccénique (C18:1) (Doreau et
Chilliard, 1997).
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Acide linoléique a- Acide Linolénique

l (Groupe A & B)
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v

cis-9, trans-11 C18:2 trans-11, cis-15 C18:2
(Groupe A\ (Grouwe B)
trans-11 C18:1 trans-15 et cis-15 C18:1

Acide Vaccénique

(Groupe B) l

C18:0
Acide Stearique

Figure 5. Biohydrogénation des acides gras insaturés (Harfoot et Hazlewood, 1997)
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1.5. Production et émission de méthane

1.5.1. Méthane et effet de serre

Au cours du processus de fermentation anaérobie des glucides solubles et structuraux
dans le rumen, des acides gras volatils et d'autres sous-produits se forment, parmi lesquels Ho,
CO, et CHy, ces deux derniers sont appelés gaz a effet de serre (Moss et al., 2000).

Les systemes de production animale contribuent considérablement aux émissions de gaz a
effet de serre (GES) dans I’atmosphére et constituent donc 1’une des causes des changements
climatiques et du réchauffement de la planéte (Pal et al., 2015). Les émissions totales de gaz a
effet de serre provenant de l'agriculture, y compris du bétail, sont estimées entre 25 et 32%, le
CH, étant le plus important (Wanapat et al., 2013). A I'échelle mondiale, 80 millions de
tonnes de CH, sont produites chaque année, l'agriculture contribuant par 47% de ces
émissions, les ruminants étant responsables de 39% de ce volume: les bovins représentant
77% de ce volume, les buffles 13% et les petits ruminants 10% (Pifieiro-Vazquez et al.,
2015). En outre, le méthane a un potentiel de réchauffement planétaire vingt-cing fois plus
élevé que le CO, et représente une perte d’énergie alimentaire importante pouvant aller
jusqu'a 12%. La quantité totale de méthane produite quotidiennement est synthétisee a 95%

dans le rumen et les 5% restants dans I'intestin postérieur (caecum) (Jafari et al., 2019).

La production de méthane dépend principalement du type et de la qualité de la ration. Les
rations riches en amidon (concentrés) générent des émissions de CH, inférieures en raison de
la synthese de I'acide propionique et de I'amélioration du rapport méthane: matiére organique
fermentée dans le rumen, par rapport aux rations a base de cellulose et de lignine (fourrages)
qui favorisent la synthese de I'acide acétique et la production de H; qui est utilisé pour réduire
le CO, en CH, (Pifieiro-Vazquez et al., 2015).

1.5.2. La méthanogénése

La méthanogénese est I'un des moyens importants d'élimination du H; produit lors de
la décomposition des glucides dans le rumen. Les micro-organismes qui produisent du
méthane en tant que produit final de leur fermentation sont appelés méthanogénes et le
processus par lequel les méthanogénes produisent du CH, est appelée méthanogenése (Jafari
etal., 2019).
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1.5.3. Les archaebactéries

Les populations archéennes du rumen sont des méthanogenes anaérobies strictes
(Janssen et Kirs, 2008) relativement limitées en nombre et en diversité par rapport aux
bactéries du rumen. Elles représentent un taux <3% du microbiote procaryote du rumen et
n’appartiennent qu'a trois genres principaux : Methanobrevibacter (environ 62%),
Méthanomicrobium (environ 15%) et le groupe du rumen C ou RCC récemment renommé
Methanoplasmatales (environ 16%), tandis que le reste appartient a des genres minoritaires
tels que Methanimicrococcus, Methanosarcina et Methanobacterium (Belanche et al., 2014).
Contrairement aux bactéries, les méthanogenes sont dépourvus de peptidoglycane dans la
paroi cellulaire. 1l est remplacé par la pseudomureine dans Methanobrevibacter et
Methanobacterium, par I'nétéropolysaccharide dans Methanosarcina et par la protéine dans
Methanomicrobium (Hook et al., 2010).

Les especes de méthanogenes peuvent croitre en utilisant du H; et souvent du formiate. Ils
utilisent les électrons dérivés de H, (ou formiate) pour réduire le CO, en CH,. Certaines
especes peuvent pousser avec des groupes méthyle, en oxydant du CO, pour produire des
électrons qui sont utilisés pour réduire davantage les groupes méthyle en méthane. Quelques
especes peuvent se développer avec de 1'acétate, dissimulant efficacement 1’acétate en CH, et
CO,. Cependant, I'acétate n'est pas métabolisé en CH, dans une mesure significative dans le

rumen (Janssen et Kirs, 2008).

Les méthanogenes sont connus pour avoir des relations symbiotiques impliquant un transfert
d'’hydrogéne interspécifique avec des micro-organismes du rumen, en particulier avec les
protozoaires du rumen qui produisent de grandes quantités de H, via leurs hydrogénosomes ,
les protozoaires bénéficient de I'élimination de H,, car H; inhibe leur métabolisme s'il n'est
pas éliminé. 1l a été estimé qu'entre 9% et 25% des méthanogénes du rumen sont associés aux
protozoaires et que 37% du méthane provenant de ruminants est produit par des
méthanogénes associés aux protozoaires (Morgavi et al., 2010; Belanche et al., 2014). Des
protozoaires communs dans le rumen de bovin sont révélé avoir une relation provient des
genres Entodinium, Polyplastron, Epidinium et Ophryoscolex, tandis que les méthanogénes
les plus souvent associés aux protozoaires appartiennent aux ordres Methanobacteriales et
Methanomicrobiales (Sharp et al., 1998). Les champignons anaérobies, tels que

Neocallimastix frontalis, ont également une relation avec les méthanogénes impliquant un
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transfert d'hydrogéne interspécifique, ’activité enzymatique des champignons étant alors

accrue et le métabolisme passant a la production d’acétate (Joblin et al., 2002).
1.5.4. Processus de la méthanogénese

Le CH, entérique est produit lors de I'élimination de H, métabolique. Le H,
métabolique présent dans le rumen est utilisé par les bactéries méthanogeénes, en particulier
par les Archaea, qu’ils I’utilisent pour réduire le CO, en CH,4 dans des conditions d’anaérobie.

Il existe deux voies principales pour la synthése de CH, (Cieslak et al., 2013) (fig. 6).

L’élimination nécessaire de 1’hydrogene est assurée principalement par les Archée
méthanogenes qui produisent du méthane en tant que sous-produit métabolique selon la

réaction suivante :
4H, + CO, — CH4 + 2H,0

D’autres microorganismes comme les bactéries acétogenes (produisant de 1’acétate) peuvent
¢galement fixer I’hydrogéne digestif selon la réaction suivante, mais elles sont peu actives au

niveau du rumen.
CH3;COO + H+ — CH,4 + CO»,

Ces processus sont contrdlés au moyen de la réduction de cofacteurs tels que le nicotinamide
adénine dinucléotide réduit (NADH), NAD phosphate réduit (NADPH) et la flavine adénine
dinucléotide réduit (FADH), qui sont oxydés en NAD*, NADP" et FAD" qui & leur tour
donnent des ions H* pour synthétiser H, (Martin et al., 2010). Des voies secondaires
d’utilisation de I’hydrogéne existent dans le rumen (synthése de propionate, réduction des
nitrates ou des sulfates, saturation d’acides gras insaturés...) mais elles sont moins efficaces

(Jouany et al., 1995).

Les protozoaires du rumen représentent également un facteur important dans la synthese de
méthane, car ils vivent en symbiose avec les Archaea avec lesquels il peut y avoir un transfert

interspécifique de H,.
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Figure 6.Voies métaboliques de production et d’utilisation de I’hydrogéne au cours des

fermentations anaérobies dans le rumen
1.5.5. Stratégies alimentaires visant a réduire la méthanogenése dans le rumen

Depuis plus de deux décennies, les chercheurs travaillent pour identifier, quantifier et
inhiber les méthanogénes et la méthanogénése grace a diverses stratégies d'atténuation de
méthane. Globalement ces stratégies peuvent étre divisées en quatre groupes, celles agissant
sur la composition de la ration, celles de manipulation du microbiote ruminale, 1’inclusion des

additifs chimiques et l'utilisation des composés naturels (tab. 4).
1.5.5.1. Stratégies agissant sur la composition de la ration

-L’enrichissement de la ration en sucres fermentescibles et en amidon: Les composants
du régime alimentaire, en particulier le type de glucides sont capables d’influencer la
production de méthane. Il a été prouvé a travers les études que I'ajout des aliments riches en
glucides rapidement fermentescibles et de I’amidon a la ration des ruminants a diminué les
émissions de méthane entérique tout en favorisant la formation de propionate (Hindrichsen et
al., 2006).

-L’inclusion des lipides dans la ration: L’ajout des lipides, tels que les acides gras, les
huiles et le suif peut réduire la production de méthane en diminuant le nombre de protozoaires
et en inhibant les méthanogenes (Johnson et Johnson, 1995; Jordan et al., 2006). Il a été

également démontré que L'inclusion des lipides dans l'alimentation (en particulier a des
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niveaux supérieurs a 5 g/kg MS) peut considérablement inhiber la dégradation des fibres dans

le rumen (Machmuller et Kreuzer, 1997).

Tableau 4. Stratégies de réduction de méthane, mécanisme de réduction et considérations

d'utilisation (Hook et al., 2010)

Stratégie de réduction du
méthane

Mécanisme de réduction

Considérations lors de la sélection de la
stratégie de réduction

Composition diététique
-Augmenter la cellulose
-Augmenter I'amidon
-Diminuer les composants de
la paroi cellulaire

-Augmentation du taux de passage
- Proportion
¢levée par rapport a I’acétate
- pH ruminal réduit

de propionate plus

-Déplacer la méthanogénese vers
I'intestin postérieur ou le fumier
- risque d'acidose ruminale subaigiie

Lipides
-Acides gras
- Huiles
-Suif

-Inhibition des méthanogeénes et des

protozoaires
-Proportion de propionate plus
¢levée par rapport a I’acétate

-Effet sur l'appétence, I'apport, les
performances et les composants du lait
-Varie selon le régime alimentaire et les
espéces des ruminants

- Etudes a long terme nécessaires

-Défaunation
- Additifs chimiques

-Supprime les méthanogenes
associes

-Moins d'hydrogéne pour la
méthanogéneése

-Une adaptation du microbiote possible
- Varie avec le régime alimentaire

- Entretien des animaux défaunés
difficile

-Vaccin méthanogenes

-Réponse immunitaire de I'hdte aux
méthanogenes

-Cibles vaccinales difficiles a définir
- Varie avec ’alimentation et la
localisation géographique de 1’hote

-Monensin

- Inhibe les protozoaires et les
bactéries gram positives

- Manque du substrat pour la
méthanogénése

-Une adaptation du microbiote possible
- Varie selon le régime alimentaire et
I'animal

Acides organiques
- Fumarate
- Malate

- Un puits d'hydrogene
-Proportion de propionate plus
grande par rapport a I’acétate

-Varie selon le régime alimentaire

- Des recherches in vivo nécessaires
-Etudes a long terme nécessaires

- Peut affecter la digestibilite

Composés vegétaux
-Tannins condensés
- Saponines
-Huiles essentiels

-Activité antimicrobienne

- Réduit la disponibilité d’hydrogéne

- Dosage optimal inconnu

- Des recherches in vivo nécessaires
- Etudes a long terme nécessaires
-Peut affecter la digestibilité
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1.5.5.2. Manipulation du microbiote ruminale

-Vaccination: L’utilisation des vaccins qui stimulent le systéme immunitaire des ruminants
afin qu’ils produisent des anticorps contre les méthanogenes producteurs du méthane (Wright
et al., 2004).

-Défaunation: Comme indiqué précédemment les protozoaires partagent une relation
symbiotique avec les méthanogenes, impliquant le transfert interspécifique de 1’H, nécessaire
a la réduction du CO, en CH,4. La défaunation consiste a éliminer les protozoaires du rumen,
pour cette raison, les traitements qui diminuent la population de protozoaires du rumen
peuvent également diminuer la population de méthanogenes et par conséquent, diminuer la

production de méthane dans le rumen (Machmuller et al., 2003).
1.5.5.3. Additifs chimiques

- Le Monensin: Est un antibiotique polyéther ionophore produit par Streptomyces
cinnamonensis qui inhibe les bactéries a Gram positif responsables de I'apport des substrats

pour la méthanogénese (Russell et Strobel, 1989).

- Les acides organiques: L’ajout des acides organiques tel que 1’acide fumarique et 1’acide
malique peut diminuer la méthanogénése en orientant la fermentation ruminale vers la

production de propionate (Asanuma et al., 1999).

De nombreux autres additifs alimentaires chimiques sont connus par avoir un effet direct ou
indirect sur la production de méthane tels que, les composés halogénés (chloroforme, I’acide
2-bromoethanesulfonique  (BES)), les réducteurs de nitrite, les inhibiteurs
d'hydroxyméthylglutaryl-SCoA réductase .Cependant Aucun de ces composés n'est utilisé en
routine dans les industries commerciales d'élevage pour réduire les émissions de CH,4 (Cottle
etal., 2011).

1.5.5.4. L'utilisation des composés naturels

Les trois principaux composes végétaux efficaces pour réduire les émissions de CH,
sont les saponines, les huiles essentielles et les tanins condensés. Les saponines inhibent les
protozoaires et limitent la disponibilité de I'hydrogéene pour les méthanogeénes (Guo et al.,
2008) tandis que les huiles essentielles ont des activités antimicrobiennes qui agissent de
maniére similaire a la monensin en inhibant les bactéries a Gram positif (Burt, 2004). L’effet

des tanins condensés sur la méthanogénése sera étudié dans la partie suivante.
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2. TANINS ET LEURS EFFETS CHEZ LES RUMINANTS

2.1. Tanins
2.1.1. Définition

Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire élevé allant de 500 Da
a 3000 Da qui sont largement distribués dans les plantes (Gross, 1999; Kraus et al., 2003). lls
sont principalement caractérisés par leur capacité de précipiter les protéines (Hassanpour et
al., 2011).

2.1.2. Classes

Les tanins sont généralement divisés en deux groupes principaux: les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Seresinhe et Pathirana, 2003).

2.1.2.1. Les tanins hydrolysables (TH)

Les tanins hydrolysables sont des esters d’acides phénoliques et d’un sucre,
généralement le D-glucose (Frutos et al., 2004; Ghosh, 2015). Les acides phénoliques sont
soit 1’acide gallique (TH type 1: les gallotannins) soit 1’acide ellagique ou I’acide
hexahydroxydiphénique  (TH type 2: ellagitannins) (Santos-Buelga et Scalbert, 2000;
Naumann et al., 2013). La structure chimique des acides phénoliques et des deux types de

tanins est présentée dans la fig. 7 et fig. 8 respectivement.

o OH
0
HO 0
HO OH 0 OH
OH 0
. . . . Acide
Acide gallique Acide ellagique hexahydroxydiphénique

Figure 7. Structure chimique de 1’acide gallique, ellagique et hexahydroxydiphénique

La designation «tanin hydrolysable » est due au fait que ces composés s hydrolysent
facilement en sucres et en acides phénoliques (I'acide gallique ou I'acide ellagique) lors du
traitement acide ou alcalin ou sous I’action d’enzymes hydrolytiques telle que la tannase

(Gupta et Haslam, 1979).
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Gallotanin Ellagitanin
Figure 8. Structure chimique des tanins hydrolysables
2.1.2.2. Les tanins condensés (TC)

Les tanins condensés appelés également proanthocyanidines, sont des oligomeéres ou
des polymeres d'unités Flavan-3-ol a trois cycles (A, B et C) (fig. 9), liés par des liaisons
carbone -carbone C-C (He et al., 2008). Ces liaisons sont de type (C4-Cg) (conduisant a des
proanthocyanidines ramifiés) et/ou (C;-Cg) (conduisant & des proanthocyanidines linéaires)
(fig. 11). Elles peuvent également étre liées de maniere double par une liaison éther
supplémentaire (C, —O-C+/C,-O-Cs) (Bruyne et al., 1999; Schofield et al., 2001; Serrano et
al., 2009).

Figure 9. Structure de base des tanins condenses

Les unités monomeéres peuvent présenter une stéréochimie cis ou trans C,-Cs3; Les unites
monomeres de tanins condensés possedant une stéréochimie cis sont appelées épicatéchines,

épigallocatéchines ou épiafzéléchines, tandis que celles de stéréochimie trans sont appelées
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catéchines, gallocatéchines ou afzéléchines (fig. 10). Les oligo et les polymeres sont

respectivement appelés procyanidines, prodelphinidines et propélargonidines (Naumann et al.,
2013).

Rz R
oM OH
HO O 0
Ry R.
“om
O
oOH

(+)- catéchine R1=0H, R2=H (—)- épicatéchine R1=0H, R2=H
(+)- afzéléchine R1=H, R2=H (—)- épiafzéléchine R1=H, R2=H
{-}- gallocatéchine R1=0H, R2=0H (-)- épigallocatéchine R1=0H, R2=0H

Figure 10. Structure de monomeéres des proanthocyanidines

Il existe des structures complexes qui contiennent des éléments structurels de différents
groupes. Les soi-disant procyanidino-ellagitanins contiennent une unité (+) - catéchine ou (-) -
épicatéchine liée glycosidiguement a une unité ellagitanin. Lors de I'nydrolyse, les tanins
complexes donnent (+) - catéchine ou (-) - épicatéchine et acide gallique ou acide ellagique
(Bhat et al., 1998).

HO

=
Liaison interflavane C4-Cg S
o

—~OH

AN
R = H : procyanidines \r

R= OH : prodelphinidines OH

Liaison interflavane C4-C,

Figure 11. Structure chimique du dimeére de proanthocyanidines et type de linkage
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2.1.3. Sources des tanins
2.1.3.1. Plantes a tanins condensés

Les tanins condensés sont largement répandus dans le régne végétal, ils se rencontrent
chez les Angiospermes et les Gymnospermes. Les plantes riches en tanins condensés se
répartissent au sein de nombreuses familles botaniques de Dicotylédones tel que: les
Anacardiaceae, les Polinaceae, les Poaceae et les Fagaceae (Bruneton, 1999). Ils sont
largement distribués dans la famille des légumineuses, dans de nombreuses especes
fourragéres telle que le sainfoin (Onobrychis viciifolia), le sulla (Hedysarium coronarium), les
lotiers pédonculé et corniculé (Lotus pedonculatus et Lotus corniculatus) et plusieurs espéces
d’Acacia (Piluzza et al., 2013).

2.1.3.2. Plantes a tanins hydrolysables

Contrairement aux proanthocyanidines qui sont largement distribuées dans les plantes.
Les tanins hydrolysables sont de distribution limitée dans la nature. Les tanins galliques se
trouvent dans les dicotylédones ligneuses et herbacées et les ellagitanins se trouvent dans les

Hamamelidae inférieurs, les Dilleniidae et les Rosidae (Bruyne et al., 1999).
2.1.4. Localisation des tanins dans la plante et facteurs de variation de leur teneur

Les tanins se trouvent dans les feuilles, les racines, les tiges, le bois, I'écorce, les fruits
et les fleurs des plantes. Leur distribution dans les tissus végétaux semble varier selon
I’espéce (Ossipov et al., 2003). Au niveau cellulaire, les tanins se trouvent dans les parois
cellulaires, Il'espace intercellulaire et les vacuoles. Il est largement admis que les tanins
stockés dans les vacuoles peuvent former des complexes avec les protéines cytoplasmiques

pendant la dégradation cellulaire (McMahon et al., 2000).

La teneur en tanins d’une plante varie en fonction de plusieurs facteurs tels que 1’espéce, la

partie végétale, le stade végétale et les conditions environnementales.

-Espece et partie végétale: En sein de la méme famille et du méme genre. Les espéces
végétales présentent des teneurs variables en tanins. La teneur en tanins differe également
entre les organes des plantes, généralement les concentrations élevées sont enregistrées dans

les feuilles que dans les tiges (Barrau et al., 2005).
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-Le stade végetal: La teneur en tanins est influencée par le stade végétal. De facon

générale, la teneur en tanins diminue avec la maturité des plantes (Koricheva, 2002).

-Conditions environnementales: La concentration de tanins dans les plantes varie en
réponse aux changements des conditions environnementales telles que les nutriments, la
lumiere, la température, le CO; et la disponibilité de I'eau (Chaves et Escuder, 1999). Il a été
démontré que les concentrations des tanins augmentent en réponse a une fertilité plus faible et
a des niveaux de CO, atmosphériques et une lumiére plus élevés (Gebauer et al., 1998;
Booker et Maier, 2001). Le stress induit par des agressions des vegétaux et des herbivores

conduit également a une synthese accrue de tanins, en particulier les TC.
2.1.5. Role des tanins chez les végétaux

Les tanins sont des métabolites secondaires qui servent d’agents de défense face aux
agressions par divers phyto-pathogenes. Ils protégent la plante contre les insectes et les
herbivores par un mécanisme d’astringence (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992). La présence
des tanins conduit a la formation des complexes tanins-protéines salivaires dans la bouche
donnant ainsi un goQt astringent désagréable qui rend les plantes moins appétentes pour les
prédateurs. Les tanins peuvent également affecter les enzymes digestives des prédateurs
(Swain, 1979).

Les tanins sont aussi un moyen de défense contre l'invasion par les bactéries et les
champignons en s'appuyant sur leur capacité de former des complexes avec les protéines et les
polysaccharides (Collingborn et al., 2000). La capacité des tanins de se lier aux métaux peut
également limiter la croissance des micro-organismes invasifs en provoquant une grave

déplétion en minéraux essentiels (Scalbert, 1991).

Il a été également démontré que les proanthocyanidines ont la capacité d’empécher la
prolifération des espéces végétales voisines via la production d'oxygéne actif et via le
déclanchement des cascades de signalisation calcique qui favorisant la mort cellulaire des
cellules racinaires des plantes voisines (Bais et al., 2003).

2.1.6. Biosynthése des tanins condenses

Les tanins condensés sont synthétises par condensation de deux voies métaboliques la
voie de I’acétate-malonate et celle de lacide shikimique, également appelée voie

phénylpropanoide qui est a I’origine de formation d’autres composés phénoliques tels que: les
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isoflavones, les coumarines, la lignine et les acides aminés aromatiques (tryptophane,

phénylalanine et tyrosine).

La condensation de trois molécules de malonyl CoA (issus de la carboxylation des molécules
d’acétyl CoA) provenant de la voie d’acétate-malonate avec 1’acide 4- hydroxy cinnamoy! -
CoA par la chalcone synthase permet d’obtenir les flavonoides, précurseurs des tanins
condensés. L’acide 4- hydroxy cinnamoyl- CoA est obtenu par désamination de la
phénylalanine, ce dernier est le résultat de la transamination de I’acide préhénique issu de la

voie shikimate.

La synthese des proantocyanidines découle directement de la naringénine et de ce fait de celle
des flavonoides. En effet, les flavonoides sont formés a partir de la naringénine par différentes
réactions enzymatiques faisant intervenir des hydrolases, des réductases et des glucosyl
transférases. La flavanone 3 -hyroxylase catalyse 1’hydroxylation de la flavanone en
dihydroflavonol. Les dihydroflavonols comme la dihydroquercétine sont ensuite réduits par
La dihydroflavonol 4-réductase (DFR) en leucoanthocyanidines. Les leucoanthocyanidines
sont les précurseurs immédiats de la synthése des catéchines et des proanthocyanidines. La
réduction des leucocyanidines en catéchines est catalysée par la réductase Il. Cette synthéese
est réalisée au niveau des chloroplastes dans le cytoplasme tandis que la polymérisation des
monomeres a lieu dans les vacuoles (Merghem, 2009) (fig. 12).
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Figure 12. Biosynthése des tanins condensés (Merghem, 2009)
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2.1.7. Méthodes de dosage des tanins condensés

De nombreuses techniques telles que les analyses colorimétriques,
chromatographiques, gravimétriques, les tests spectrométriques, spectroscopiques et de
dégradations acides sont appliquées dans le dosage des tanins condensés (tab. 5).

Les méthodes colorimétriques tel que la méthode du butanol-HCI (Porter et al., 1986), la
méthode a la vanilline, (Broadhurst et Jones 1978) ou celles basées sur la précipitation des
protéines (méthode de diffusion radiale, Hagerman, 1987) sont les plus utilisées. Ces
méthodes permettent de doser des entités différentes et restent imparfaites en raison
notamment d’un manque de standards appropriés et de leur non spécificité. La méthode de
diffusion radiale permet de déterminer 1’activité biologique, mais est mal adaptée pour

mesurer la teneur en TC (Aufrere et al., 2012).

Des progres récents des méthodes analytiques ont aidé les chercheurs a déterminer des détails

structurels supplémentaires sur les polymeres des tanins. Ces techniques comprennent la
thiolyse, la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (Zeller,
2019).

- La thiolyse: C’est une méthode qualitative et quantitative, permet de mesurer la teneur
en TC et d’avoir des indications sur leur structure. Cette méthode est un élément de base dans
I'analyse des échantillons de TC purifiés et s’est avérée également utile dans I'analyse de TC
des matieres végétales séchées. Elle a été récemment adaptée pour I’analyse des fourrages

ensilés (Ramsay et al., 2015).

-Résonance Magnétique Nucléaire: Deux spectroscopies RMN *H et *3C sont utilisés
dans la détermination de la structure des TC. RMN 3C & I'état de solution a longtemps été et
demeure un outil précieux pour la détermination structurale d'échantillons de TC purifiés.
C’est la seule méthode analytique actuellement utilisée pour l'identification des liaisons
interflavane C, — C¢ et C4 — Cg. Une étude récente a décrit l'utilisation de la spectroscopie
bidimensionnelle RMN HSQC *'P et 'H — **C pour la détermination de la structure des TC

purifiés (Crestini et al., 2016).

- Spectrométrie de masse: La spectrométrie de masse a été largement utilisée comme
méthode instrumentale pour la détermination de la composition des TC. Beaucoup de

méthodes sont utilisées: la désorption / ionisation laser assistée par matrice - spectrométrie de
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masse a temps de vol (MALDI-TOF-MS et la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (ESI-MS).

Tableau 5. Principales méthodes de dosage de la teneur ou de l'activité biologique des TC.

Méthode Type et Principe Avantages Inconvénients Remarques
-Nécessite des standards
HCl-butanol | -Méthode chimique. externes.
-Dosage colorimétrique. -Spécifique des - L'intensité de la -Méthode mesurant le
Porter et al., -Dépolymérisation. TC. coloration varie avec la nombre total de résidus
(1986) oxydative en milieu acide -Simple, rapide. | structure des TC. de flavonoides.
des TC conduisant a la -Les polyméres des TC
production d'anthocyanes de sont clivés en diméres et
couleur rouge. triméres plus qu'en
monomeres ce qui
conduit & une sous-
estimation.
-Méthode chimique. -Méthode mesurant les
Vanilline -Dosage colorimétrique -La structure des TC flavonoides et les
La vanilline (aldéhyde affecte l'intensité de la tanins totaux.
Broadhurst et | aromatique) réagit avec les coloration. -Inappropriée pour la
Jones (1978) | TC pour former un -Manque de spécifité. | détermination des TC
complexe coloré. liés aux parois
végétales.
-Moins sensible que les
Gravimétrique | -Mesure les TC liés au méthodes colorimétriques | -Utilisable pour
polyvinylpyrrolidone ou -Utilisation de -Rendement de la préparer des standards
Reed et al., précipitation des standard non réaction variable avec le | pour méthodes
(1985) polyphénols solubles avec nécessaire. rapport Ytterbium/ Tanin. | colorimétriques.
I'ytterbium. -Mesures faites sur les
matieres minérales.
Activité -Inhibition de l'activité de -Haute sensibilité -Certaines enzymes sont | -Ne peut pas étre mise
enzymatique certaines enzymes par les parce que les plus adaptées que en relation avec
Goldstein et tanins. enzymes ont un d'autres. I'activité biologique.
Swain (1965) role amplificateur.
-Mesure de l'activité -Moins précise que les -Mesure de l'activité
Diffusion biologique. -Méthode rapide. méthodes colorimétriques | biologique.
Radiale -Formation de complexes -Ne requiert ni pour la quantification. -Utilisation de plaques
entre les tanins de la plante | réactifs complexes, | -Les tanins condensés et | d'agar.
Hagerman et I'albumine sérique bovine | ni instrumentation. hydrolysables peuvent | -Acide tannique
(1987) inclus dans une solution étre détectés. couramment utilisé
d'agar. -Le résultat dépend du comme témoin.
choix de la protéine.
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2.1.8. Interaction protéines-tanins condenses

Les tanins sont caracterisés par leur capacité de se fixer sur les protéines mais aussi sur
d’autres types de molécules tels que les glucides (cellulose, amidon) et les métaux ou encore
sur les polymeéres synthétiques (Polyéthyléne glycol et polyvinyl polypyrrolidone) (Zimmer et
Cordesse, 1996).

La formation de complexes tanins-protéines conduisant a la précipitation des protéines
implique des liaisons covalentes et non covalentes. Les liaisons covalentes sont formées lors
du couplage oxydant, par la conversion des phénols en quinones ou semi-quinones, ces
liaisons sont irréversibles (Le Bourvelle et Renard, 2012; Lamy et al., 2016). Cependant, la
liaison des TC avec les protéines diététiques implique typiquement des liaisons non
covalentes qui sont réversibles: les liaisons hydrogéne formées entre les groupements
phénoliques des tanins et les groupements carboxyle des protéines, les interactions
hydrophobes formés entre la structure cycliqgue aromatique des tanins et des régions
hydrophobes des protéines (Smith et al., 2005).

La formation de complexes tanins -protéines dépend des caractéristiques des protéines et
celles des tanins. L’interaction tanins-protéines est liée au poids moléculaire des protéines et
celui des tanins, de maniére genérale plus le poids moléculaire de la protéine est élevé plus la
liaison avec les tanins est plus stable (Zimmer et Cordesse, 1996). Les tanins ont une grande
affinité pour les protéines riches en proline, les proline sont responsables de la structure
tertiaire flexible et ouverte de la protéine favorisant la fixation des tanins (Hagerman et al.,
1998). L’interaction tanins-protéines dépend aussi du pH du milieu, les protéines ont une
affinité plus élevée pour les tanins a des valeurs de pH proches de leurs points isoélectriques
(McNabb et al., 1998).

Les interactions tanins-protéines provoquant la précipitation des protéines, sont en grande
partie responsables des effets bénéfiques et des effets néfastes des tanins chez les ruminants,
la formation des complexes tanins-protéines peut diminuer la dégradation des protéines
alimentaires au niveau du rumen mais peut aussi causer une perturbation des activités
microbiennes, une diminution de I’ingestion et parfois méme une toxicité (Zimmer et
Cordesse, 1996).
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2.1.9. Activités biologiques des tanins

Les effets biologiques des tanins ont été largement étudiés in vitro et in vivo. Les
tanins peuvent exercer leurs effets biologiques de deux manieres différentes: en tant que
structures complexes non absorbable via la formation des complexes avec les
macromolécules, produisant ainsi des effets locaux dans le tractus gastro-intestinal
(antioxydant, anti-radicalaire, antimicrobien, antiviral, antidiabétique et antinutritionnel) ou
en tant que tanins absorbables (métabolites de faible poids moléculaire) et métabolites
absorbables provenant de la fermentation colique produisant des effets systémiques dans

divers organes (Sieniawska, 2015).

2.1.9.1. Activité antioxydante et anti-radicalaire

Les tanins sont connus par leur capacité d’inhiber la peroxydation lipidique in vitro et
de piéger les radicaux libres tels que I'hydroxyle, le superoxyde et le peroxyle impliqués dans
la prooxydation cellulaire. La capacité des proanthocyanidines a éliminer les radicaux libres
dépend en grande partie de leur structure et leur degré de polymérisation (Okuda, 2005; Jerez
etal., 2007).

2.1.9.2. Activité antimicrobienne et antivirale

Les tanins sont des agents antimicrobiens qui peuvent affecter la croissance
bactérienne par différents mecanismes, indirectement par [l'inhibition des enzymes
microbiennes extracellulaires ou la réduction de la disponibilité des substrats nécessaires a la
croissance microbienne ou directement en inhibant la phosphorylation oxydative dans le
métabolisme microbien (Chung et al., 1993). La liaison des tanins avec les ions métalliques
dans I’environnement de croissance des bactéries pourrait également étre un mécanisme de

leur action antimicrobienne (Bruyne et al., 1999).

De nombreux extraits de tanin ont montrés une activité antivirale. Les activités anti
herpétiques des tanins hydrolysables dépendent du nombre de groupes galloyl ou
hexahydroxydiphenoyl tandis que celles des tanins condensés dépendent de leur degré de

polymérisation (Takechi et al., 1985).
2.1.9.3. Activite cardioprotectrice

De nombreuses études conduites in vitro et in vivo ont démontré que les tanins

condens€s ont une activité cardioprotectrice. L’apport des TC a été associé avec des
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réductions des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires et une diminution des taux de

cholestérol plasmatique et de I'athérosclérose (Serrano et al., 2009).
2.1.9.4. Activité antidiabétique

Les tanins possedent un potentiel antidiabétique en raison de leur capacité a baisser le
taux du glucose en retardant son absorption intestinale et par un effet semblable a I'insuline
sur les tissus insulino-sensibles. Ils peuvent également retarder I'apparition du diabete

insulino-dépendant en régulant l'environnement antioxydant des cellules p pancréatiques

(Serrano et al., 2009).
2.1.9.5. Activité cytotoxique

De nombreuses études ont démontré que les procyanidines sont plus cytotoxiques que
les flavanols monomeres pour une variété de lignes de cellules cancéreuses humaines.
Cependant, la présence d'un résidu galloyle sur la position 3 du cycle C des monomeres

améliore leur cytotoxicité (Actis-Goretta et al., 2008).
2.1.9.6. Effets antinutritionnels

La capacité des tanins de se lier aux protéines peut provoquer une inhibition
enzymatique et peut donc interférer avec la digestion gastro-intestinale et I'absorption des
nutriments. Des études conduites in vitro et in vivo ont démontré que les tanins ont réduit

I’absorption du sucre et des ions métalliques (Motilva et al., 1983; Martinez et al., 1986).

2.2. Effets des tanins condensés chez les ruminants

2.2.1. Effets des tanins condensés sur le métabolisme azoté

Du a leur capacité de former des complexes avec les protéines, les tanins condensés
constituent une stratégie efficace pour protéger les protéines alimentaires de la dégradation
microbienne dans le rumen (Frutos et al., 2004). En effet, de nombreuses études réalisées in
vitro et in vivo ont démontré que les tanins condensés ont réduit la digestibilité des protéines
et ont diminué la concentration d’ammoniac issu de leur dégradation. Les essais d’Ishlak et
al., (2015) et de Castro-Montoya et al., (2017) conduits in vitro, sur I’extrait de quebracho ont
montré que 1’utilisation de ce dernier comme un additif alimentaire a conduit a une réduction
de la dégradation des protéines brutes et a une diminution de la concentration d'ammoniac. En
utilisant le systeme de simulation du rumen, Hess et al., (2006) ont rapporté que I’ajout de la

légumineuse Calliandra calothyrsus, riche en tanins condensés, a une alimentation a base
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d'herbes tropicales a entrainé une diminution de la concentration d’ammoniac. Similairement,
Cieslak et al., (2014) en utilisant la méme technique ont noté que I'extrait de Quercus cortex
et Vaccinium vitis idaea, ont réduit la concentration d'ammoniac sans effet négatif sur la

digestibilite de la matiere séeche.

La liaison tanins-protéines entraine 1’enrobage des protéines par les tanins via un mécanisme

d'adsorption en surface, ce qui conduit a la précipitation des complexes tanins-protéines
(Naumann et al., 2017). Dans le rumen, ou des conditions de pH neutre sont dominantes, ces
complexes ne peuvent pas étre dissociés, les protéines ne sont pas donc dégradees par les
microorganismes. Les TC permettent ainsi une limitation de la production d'ammoniac. Dans
I’obamasum, ou le pH est acide (2-3), certaines de liaisons tanins-protéines sont dissociées,
les protéines peuvent étre donc dégradées en acides aminés puis absorbées dans l'intestin (Min
et al., 2006).

Les interactions tanins-protéines conduisant a une diminution de la dégradation des protéines
dans le rumen sont fortement liées a la source et la concentration des TC d’une part et de la
source des protéines d’autre part. L’extrait Vaccinium vitis idaea était plus efficace dans la
réduction de la concentration d’ammoniac que 1’extrait de Quercus cortex (Cieslak et al.,
2014). L’ajout des TC de I’extrait de Calliandra calothyrsus a différentes concentrations a
différentes source de protéines (feuilles de gliricidia, tourteau de soja et caséine) a conduit a
une diminution, concentration dépendante de la digestibilité des protéines; plus la
concentration des tanins augmente plus la digestibilité diminue. En outre, le taux des protéines
non dégradées arrivant au rumen dépend de la source de protéine; les complexes tanins-
caséine ont été facilement dégradé dans le rumen par rapport aux autres sources de protéines
(Wina et Abdurohman, 2005). Les extraits purifiés de tanins condensés des légumineuses
Calliandra calothyrsus, Flemingia macrophylla et Leucaena leucocephala ajoutés au tourteau
de soja a des proportions de 300, 600 ou 900 mg/g de la protéine brute, ont réduits la
digestibilité des protéines a mesure que la concentration de TC augmentait, selon la source de
protéine (Cortés et al., 2009).

De nombreux travaux meneés in vivo ont démontré également 1’efficacité des tanins condensés
dans la réduction de la digestibilit¢ des protéines alimentaires. L’utilisation d’un extrait
commercial de quebracho en tant qu'additif a 40g/kg MS dans 1’alimentation des moutons,
dans les régimes de bovins de boucherie et dans les regimes de génisses a 1 et 2% de MS a

conduit a une diminution de la digestibilité des protéines brutes et a une augmentation du taux
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d’azote absorbé (Kamel et al., 2019; Mezzomo et al., 2011; Beauchemin et al., 2007).
L’inclusion de I’extrait d’Acacia mearnsii dans les régimes alimentaires des génisses et des
vaches, a réduit I'excrétion d'azote urinaire et a amélioré I'apport en acides aminés (Orlandi et
al., 2015; Grainger et al., 2009).

Les tanins peuvent également réduire la dégradation des protéines alimentaires et la
production d'ammoniac dans le rumen en inhibant directement 1’activité et la croissance des
bactéries protéolytique (Patra et Saxena, 2009; Hao et al., 2011; Durmic et Blache, 2012).
Molan et al., (2001) ont rapporté que les TC de Lotus corniculatus et Lotus pedunculatus ont
inhibé la croissance de cing souches de bactéries protéolytiques du rumen in vitro. De plus, la
réduction de la production d’ammoniac peut étre provoquée par l'inactivation des enzymes
protéolytiques (Makkar, 2003). En effet, Nsahlalai et al., (2011) ont rapporté que les tanins
d'Acacia sieberiana et d'Acacia nilotica ont réduit la digestibilité des protéines dans le rumen

en affectant l'activité des enzymes protéolytiques.
2.2.2. Effets des tanins condensés sur les émissions de méthane

Les tanins condensés ont été rapportés pour réduire les émissions de méthane aussi
bien in vitro qu’in vivo. En effet plusieurs études 1’ont confirmé, 1’étude de Poornachndra et
al., (2019) conduite in vitro a démontré que la supplémentation de graine de tamarin riche en
tanins condensés a un niveau de 7g/kg MS a conduit a une réduction de 29% de la production
de méthane entérique. Hess et al., (2006) ont noté que la production de méthane a été
diminuée linéairement lorsque la légumineuse Calliandra calothyrsus a été ajoutée a une
alimentation a base d'herbe tropicale. Dans une expérience conduite in vivo Hess et al., (2006)
ont noté que la supplémentation d’un extrait de tanins condensés d'Acacia mearnsii a
I’alimentation des agneaux en croissance a diminué le dégagement du méthane par 13%. La
supplémentation des fourrages légumineux dans des fermenteurs continus a conduit

également a une réduction de la production de CH,4 (Williams et al., 2011).

Des sous-produits riches en tanins condensés ont également démontré leur pouvoir a réduire
la production de CHy, la supplémentation de la graine de Mao, sous-produit de l'industrie du
vin et des jus, a I’alimentation des chévres a conduit a une diminution linéaire de la
production de méthane (Gunun et al., 2016). L’incubation des échantillons de marc de raisin
dans le jus du rumen des moutons a réduit la production de méthane entérique (Hixson et al.,
2018).
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L’effet des TC dépend généralement de leur concentration (Patra et Saxena, 2011; Jafari et
al., 2019). Ceci a été confirmé par plusieurs études, I'ajout de I’extrait de quebracho chez les
bovins nourris avec du Pennietum purpureum grass de basse qualité a 1,2, 3 et 4% a diminué
linéairement la production totale de CHj, ou les réductions les plus élevées ont été enregistrées
pour les taux de 3 et de 4% (Pifieiro-Vazquez et al., 2017). La supplémentation de niveaux
croissants des fourrages contenant des tanins condensés de Kobe lespedeza et Sericea
lespedeza chez les chévres, de Leucaena leucocephala chez les bovins a conduit a une
réponse dose dépendante dont la plus grande réduction de méthane entérique a €té enregistrée
pour la concentration la plus élevée (Animut et al., 2008; Puchala et al., 2012; Pifeiro-
Vazquez et al., 2018). Cependant Beauchemin et al., (2007) ont rapporté que la
supplémentation d’un extrait de quebracho a 2% a l'alimentation des bovins en croissance n'a
pas permis de réduire les émissions de méthane entérique. De méme 1’extrait commercial de
mimosa supplémenté a un régime riche en grain a 14.9g/kg MS n’a eu aucun effet sur la

production de méthane in vitro (Krueger et al., 2010).

Le poids moléculaire, la structure chimique et la source des tanins jouent également un role
clé dans leur activité biologique par rapport a la diminution de la production de méthane
entérique (Cieslak et al., 2013), en effet Huang et al., (2011) ont rapporté que l'inhibition de
la production de CHg la plus élevée a été enregistrée avec la fraction de tanins ayant le poids
moléculaire le plus élevé. Hatew et al., 2015, ont noté que les différences significatives dans
I’activité antiméthanogénique des extraits de TC de quatre accessions de sainfoin, présentant
des de teneurs relativement similaires en TC, sont attribuées aux différences de taille du

polymere des tanins.

Les tanins condensés peuvent diminuer la méthanogenése soit directement par la réduction de
la digestion des fibres, ce qui réduit la production de H, ou par réduction de la population des
méthanogénes (Wanapat et al., 2013), soit indirectement, en réduisant la population de
protozoaires, réduisant ainsi les méthanogénes associés symbiotiquement a ces derniers
(Bhatta et al., 2009). Tan et al., (2011); Cortés et al., (2009) et Cieslak et al., (2013) ont
rapporté que l'inclusion de I’extrait de TC de Leucaena leucocephala in vitro a réduit la
production de CH, et le nombre total des méthanogenes. L’inclusion des tanins condensés de
Vaccinium vitis idaea dans 1’alimentation des vaches laitieres a réduit la production de

méthane par 8% et la population des protozoaires par 35% (Cieslak et al., 2012).
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2.2.3. Effets des tanins condensés sur la fermentation ruminale

Les tanins condensés ont la capacité d’affecter la fermentation ruminale. Leurs effets
sont généralement associés a une réduction de la digestibilité de la matiere organique et de la
production d'AGV, en particulier le rapport acétate: propionate (Pifieiro-Vazquez et al.,
2015). L’¢étude de Dschaak et al., (2011) portée sur la supplémentation d’un extrait de tanins
de quebracho a I’alimentation des vaches laitiéres a enregistrée une diminution de la
concentration totale en acides gras volatils, Castro-Montoya et al., (2011) ont rapporté que les
tanins purifiés de mimosa ont réduit la production totale d’acides gras a chaine courte et ont
diminué le rapport acétate: propionate. L’addition des tanins condensés extraits du zeste de
mangoustan (Garcinia mangostana L) a diminué la concentration des AGV totaux, d'acide
acétique, propionique, butyrique et isovalérique de fagon linéaire avec I'augmentation de la
quantité des TC (Paengkoum et al., 2015). Getachew et al., (2008) ont enregistré que
I’inclusion des tanins de quebracho a diminué¢ la production d’AGCC et le rapport acétate:
propionate. Cependant, de nombreuses études conduites in vivo ont rapporté que les tanins
condensés n’ont pas eu d’effet sur la production des acides gras volatils (Junior et al., 2017;
Pifieiro-Vazquez et al.,2018; Attia et al., 201; Dentinho et al., 2014; Pifieiro-Véazquez et al.,
2017; Pifieiro-Vazquez et al., 2018) ou peuvent conduire a une augmentation de leur
production, Pinski et al.,( 2015) ont rapporté que I’inclusion de I’extrait de quebracho a 25,
50, 75 g/kg de MS a augmenté la concentration totale en acides gras volatils a 50 g/ kg de MS
(tab. 6).

La supplémentation en tanins condensés diminue la digestibilité in vitro et in vivo (Wanapat et
al., 2012). L'addition d'un niveau croissant de TC de différentes accessions de sainfoin a
réduit la digestibilité de la matiére organique in vitro (Henke et al., 2016). En revanche
I’étude de Dentinho et al., (2014) portée sur la supplémentation de I’extrait de tanins
condensés de Cistus ladanifer et 1’étude de Ishlak et al., (2015) portée sur 1’addition de
I’extrait de quebracho in vitro ont démontré que les TC n’ont eu aucun effet sur la digestibilité
de la matiere organique, la digestibilité apparente de la MS et la digestibilité de la fraction de
fibre détergent neutre (NDF). Rufino-Moya et al., (2019) ont enregistré une augmentation de

la digestibilité de la matiére organique in vitro.
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Tableau 6. Effets des tanins condensés de différentes sources sur la production des acides

gras volatils totaux, 1’acide acétique, 1’acide propionique et le rapport acétate: propionate

Substrat Concentration | AGVt C, Cs C, Cy Animal Référence
Etudes in vitro o
Extrait de quebracho 25 g/kg MS 0 - - nd Vaches Pinski et al., 2015
) 50 g/kg MS + nd - nd Vaches Gatechew, 2008
Extrait de quebracho 75g/kg MS 0 ) nd nd
50 g/kg MS - nd - nd
Garcinia mangostana L. | 100 g/kg MS - - - nd Bétail Paengkoum et al.,
10mg/500gMS - - - nd 2015
20mg/500gMS - - - nd Vaches Castro-Montoya
Mimosa/Quebracho 30mg/500gMS - - - - etal., 2011
0.25mg/ml - nd nd nd
1.25mg/ml - nd - nd
Extrait de quebracho 100g/kg MS nd nd + nd Vaches en | Ishlak et al., 2015
lactation
Etudes in vivo 3% nd nd nd Vaches | Dschaak et al
Extrait de quebracho 0 ) acnes Schaak et al.,
laitieres | 2011
Acacia meransi 18 mg/kg MS 0 0 nd nd Bovins Junior et al., 2017
Leucaena leucocephala | 20 %, 40%, Pifieiro-Vazquez
60%,80% 0 0 0 nd Bovins et al., 2018
Quebracho 26 ¢ 0 nd nd nd Moutons | Attia et al., 2013
52 ¢ 0 nd nd nd
Cistus ladanifer L. 15 g /kg 0 nd nd nd Béliers Dentinho et al.,
30 g/kg 2014
Mimosa 10% - nd nd nd Moutons | Costa et al., 2018
Quebracho 1% ,2%,3%,4% 0 0 + nd Bétail Pifieiro-Vazquez

et al., 2017

+ : augmentation de la production, - : diminution de la production, 0: aucun effet, nd: non
disponible, C,:C; : Acétate: Propionate.

2.2.4. Effets des tanins condensés sur les performances des ruminants

Les tanins peuvent exercer des effets nutritionnels bénéfiques chez les ruminants

(Mueller-Harvey, 2006). Rivera-Méndez et al., (2016) ont rapporté que la supplémentation de

I’extrait de quebracho a I’alimentation des bouvillons a augmenté le gain du poids, 1’efficacité

du gain et I’énergie alimentaire nette. Salem et al., (2011) ont noté que 1'administration d’un

extrait de Leucaena leucocephala a amélioré les performances de I'agneau par 21%. Pathak et
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al., (2017) ont enregistré une augmentation de la production du lait chez les vaches laitieres a
mi-lactation recevant un supplément contenant 1,5% de TC des feuilles de Ficus bengalensis
Une augmentation des protéines totales du lait a été enregistrée chez des chévres en lactation
nourries au fourrage frais du sulla riche en tanins condenseés (Di Trana et al., 2015). La
supplémentation en TC de Ficus infectoria et de Psidium guajava a raison de 1% et a 2% au
régime alimentaire des moutons a considérablement amélioré les performances de croissance

et le rendement en laine (Dawson et al., 2011).

L’un des effets positifs des tanins condensés le plus important est la diminution de la
dégradation des protéines alimentaires qui entraine une baisse de la production d’ammoniac
dans le rumen. En conséquence, l'azote urinaire est réduit et I'azote fécal est légérement
augmenté. Le flux des acides aminés vers le duodénum est alors augmenté conduisant a une
meilleure absorption des acides aminés par le sang (Kumar et al., 2014). Zhang et al., (2019)
ont noté que la supplémentation en tanins condensés de baies Bayberry a 1’alimentation des
vaches a amélioré I'utilisation d’azote en augmentant le taux de son rétention et en réduisant
son excrétion urinaire. Dschaak et al., (2011) ont rapporté une diminution de la concentration
de l'azote ammoniacal dans le rumen chez des vaches ayant regu des régimes alimentaires

enrichis en extrait de quebracho .

Les tanins condensés peuvent potentiellement controler les parasites et les nématodes gastro-
intestinaux, la supplémentation alimentaire d'un mélange de feuilles contenant des tanins
condenses a inhibé les différents stades de développement d'Haemonchus contortus chez les
moutons (Pathak et al., 2013). Molan et Faraj, (2010) ont rapporté que les extraits de TC de
plantes ont perturbé le cycle de vie des nématodes en ralentissant le développement des larves
et en tuant les larves non développées. Le traitement des moutons par une dose de 37,5
mg/kg de TC a diminué l'infection parasitaire et a amélioré leurs performances (Garcia-
Hernandez et al., 2016). Novobilsky et al., (2011) a étudié I’effet de trois extraits de plantes
tanniferes et a confirmé que les tanins condensés ont un effet anthelminthique contre les

nématodes des bovins.

Les effets des tanins sur les performances des ruminants sont difficiles a généraliser, ils
dépendent strictement de leurs caractéristiques spécifiques et des conditions inhérentes au
régime alimentaire de base et au statut métabolique des animaux. Plusieurs études portées sur

differentes sources de tanins condensés ont démontré qu’ils n’ont eu aucun effet sur les
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performances des ruminants (Bengaly et al., 2007; Krueger et al., 2010; Dawson et al., 2011,
Aprianita et al., 2014; Francisco et al., 2015; Valenti et al., 2018 ).

2.2.5. Effets des tanins condensés sur le microbiote ruminale

Les tanins condensés peuvent avoir un effet positif ou négatif sur la microflore du
rumen. Leurs effets varient en fonction de leur source, de leur structure et leur dose utilisée.
Phesatcha et Wanapat, (2016) ont rapporté que la population de microorganismes chez des
buffles males a augmenté avec 1’augmentation des niveaux d’alimentation en Leucaena
leucocephala et que I’analyse des bactéries cellulolytiques déterminée par PCR quantitative a
montré que la population de Fibrobactor succinogenes a été augmentée, tandis que la
population de Ruminococcus flavefaciens a été réduite. Min et al., (2012) ont enregistré une
augmentation des populations microbiennes de Prevotella ruminicola et des souches de
Fibrobacter succinogenes et Ruminococcus flavefaciens avec supplémentation des TC de
mimosa. Kok et al., (2013) ont démontré que Leucaena leucocephalahybrid-Bahru contenant
6% des TC nourrit a des chévres, a affecté la population de moisissures cellulolytiques du
rumen a différentes périodes d'alimentation, avec inhibition de la croissance au début, suivie
d'adaptation et de prolifération de la croissance, puis une réduction a nouveau avec une
exposition prolongée aux TC. Supreena et Peangkoum, (2011) ont enregistré une
augmentation des populations de bactéries chez les chevres nourries avec 40 g de feuillages
de Leucaena leucocephala. Nguyen et al., (2017) ont révélé que la supplémentation de
Leucaena leucocephala ensilée a 60% a amélioré la population microbienne du rumen, en
particulier les bactéries cellulolytiques, protéolytiques et les zoospores fongiques, alors que la
population de bactéries amylolytiques n’est pas affectée par les traitements. Chanthakhoun et
al., (2011) ont rapporté que la supplémentation en foin de Phaseolus calcaratus (PCH) a 600
g chez les buffles nourris avec la paille de riz a amélioré les microorganismes du rumen, en
particulier les bactéries cellulolytiques, a savoir Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus
albus et Fibrobactor succinogeénes et les zoospores fongiques. Min et al., (2015) ont noté que
la supplémentation de Sericea lespedeza dans les régimes alimentaires des chévres a modifié
positivement la communauté bactérienne du rumen. Chentli et al., (2014) ont enregistré des
augmentations de I'abondance de F. succinogenes avec incorporation des TC d’A. nilotica et
A. cyanophylla et une réduction des populations de champignons. Min et al., (2014) ont noté
que les populations bactériennes les plus importantes étaient le phylum Bacteroides et
Firmicutes avec la supplémentation en poudre d’écorce de pin contenant 11% de tanins

condensés.
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Les tanins condensés sont considérés comme des composes antimicrobiens naturels qui
exercent un effet inhibiteur sur les différents microorganismes du rumen notamment les
bactéries, indirectement en réduisant la disponibilité en azote et en soufre des protéines pour
leur utilisation ou directement, par la formation des complexes avec I'enveloppe de la cellule
bactérienne (Kumar et al., 2014). Les complexes de tanins avec la membrane de la paroi
cellulaire des bactéries provoquent des modifications morphologiques capables de limiter le
transport des nutriments dans la cellule et de retarder ou de prévenir la croissance de
I’organisme (Uyeno, 2015). Wang et al., (2013) ont démontré que les tanins condensés
provenant de la dallée pourpre (Dalea purpurea) ont réduits les taux de croissance
d’Escherichia coli ATCC 25922 et huit souches d'Escherichia coli 0157: H7 en provoquant
une modification de la composition en acides gras et une perturbation de la membrane externe
de la cellule. Liu et al., (2013) ont démontré que les tanins condensés de treéfle pourpre (Dalea
purpurea Vent.) ont été plus efficaces que les TC de sainfoin (Onobrychis viciifolia) dans
I’inhibition des souches bactériennes d'E. Coli et d'E. Coli O157: H7 et que Dactivité
antibactérienne est due a la capacité accrue des tanins condensés de tréfle pourpre a précipiter
les protéines, augmentant ainsi la permeabilité de la membrane extérieur et favorisant

I’agrégation cellulaire.

De nombreuses études ont démontré que les tanins sont capables d’inhiber la croissance de
différents microorganismes responsables du développement des maladies intestinales (Patra et
al., 2012). Elizondo et al., (2010) ont enregistré que la croissance de Clostridium perfringens
(types A, B, C, D et E) obtenus a partir de l'intestin d'animaux malades a été réduite de
maniere dose-dépendante en présence de tanins de quebracho. Anderson et al., (2012) ont
rapporté que les extraits de TC de mimosa et de quebracho ont inhibé la croissance de
Campylobacter jejuni. Costabile et al., (2011) ont rapporté que Différentes sources de tanins
condensés commerciales, ou isolées de préparations ou de plantes ont réduit I’infection a
Salmonella in vitro. Les tanins condensés peuvent aussi modifier la biohydrogénation en
modifiant les communautés microbiennes du rumen (Vasta et al., 2010; Buccioni et al.,
2017).

Des recherches portant sur les effets des TC sur les populations méthanogénes ont été
réalisées a la fois in vitro et in vivo. Min et al., (2014) ont enregistré une diminution des
méthanogénes Methanobrevibacter avec augmentation de la supplémentation de 1’écorce de
pin (PB) dans le tractus gastro-intestinal des chévres. Malik et al., (2017) ont rapporté que la

supplémentation en TC de I'enveloppe de graine de tamarin a conduit a une diminution de 5%
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des méthanogenes dans le rumen des bovins. Longo et al., (2013) dans une étude conduite in
vitro, portée sur des plantes tanniféres riches en tanins condenses, ont enregistré une

diminution des bactéries méthanogenes pour toutes les légumineuses étudiées.

Les protozoaires du rumen sont également impliqués dans la méthanogénése en raison de
leurs relations symbiotiques avec les archées méthanogenes. La défaunation (élimination des
protozoaires) est une méthode permettant de réduire I'apport en hydrogene métabolique aux
méthanogénes (Uyeno, 2015). Dans une étude portée sur des feuilles d'arbres tropicaux
contenant des TC, Bhatta et al., (2015) ont rapporté que les protozoaires ont été réduits avec
Filopaludina bengalensis, plante contenant le taux le plus élevé en TC. Chentli et al., (2014)
ont noté que les TC d’A. cyanophylla et A. nilotica ont réduit la population des protozoaires.
Saminathan et al., (2017) ont enregistré que les fractions de tanins condensés de différents
poids moléculaire de Leucaena leucocephala-Rendang (LLR) ont réduit et modifié la
population de protozoaires du rumen in vitro. Nguyen et al., (2017) ont rapporté une réduction
de la population des protozoaires chez les bouvillons avec 1’augmentation du niveau de

Leucaena leucocephala.
2.2.6. Effets antinutritionnels des tanins condensés

Les tanins sont des facteurs antinutritionnels les plus répandus dans les plantes
(Tadele, 2015). Leurs effets consistent en une diminution de la sapidité du régime, de la
digestibilité des ¢léments nutritifs (protéines, glucides et lipides), de I’efficacité alimentaire et
de la production animale. La diminution de la sapidité du régime est souvent basée sur
I'astringence associée a la formation des complexes TC-protéines qui se produisent au niveau
de la cavité buccale a partir des protéines salivaires; ainsi, plus la liaison TC-protéine est
grande, plus l'astringence est grande et plus I'appétence est faible (Naumann et al., 2017).

La diminution de la digestibilité est due a la grande affinité des tanins aux protéines et a
autres polymeéres tel que la cellulose, I’hémicellulose et la pectine. Gerlach et al., (2018) ont
enregistré une diminution de la digestibilité de la matiére organique avec incorporation d’un
extrait de TC d’Acacia mearnsi & 3% et & 5% et une diminution de la digestibilité des
fractions de fibres a un taux d’incorporation de 1%, 3% et 5%. Beauchemin et al., (2007) ont
rapporté que D’inclusion de D’extrait de tanins de quebracho a un taux de 2% dans
I’alimentation des vaches laitieres a conduit a une réduction de la digestibilit¢ de la maticre
séche et de la matiére organique. Theodoridou et al., (2010) ont noté que 1’inclusion des TC

de Onobrychis viciifolia a des concentrations de 2,5 et 3,4% MS ont reduit la digestibilité
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des protéines ruminales et ont conduit & un passage de l'excrétion urinaire d'azote a une

excrétion fécale.

De nombreuses études ont rapportées des effets néfastes des TC sur les performances des
ruminants et une diminution des produits animales. La supplémentation d’un extrait de tanins
condensés d’Acacia mearnsii a 3 % a réduit le rendement en protéines du lait et I'efficacité
apparente de l'azote. Attia et al., (2016) ont enregistré que la supplémentation de quebracho
commercial aux vaches laitieres en période de transition a eu des effets négatifs sur les
performances de production et de reproduction. Grainger et al., (2009) ont rapporté que
I’inclusion d’un extrait de tanins condensés d’Acacia mearnsi a deux concentrations 163 g et
326 g a conduit a une diminution de la production laitiere surtout avec la dose la plus forte.
Les effets antinutritionnels des TC dépendent de leur concentration mais aussi de leur
structure chimique, ainsi que de I'état physiologique de I'animal et la composition de son
alimentation (Makkar, 2003).

2.2.7. Effets du polyéthyléne glycol (PEG)

Le polyéthyléne glycol est un détergent non ionique qui a la capacité de former des
complexes stables avec les tanins (tanins hydrolysables et tanins condensés) (Abd EI Tawab et
Abdellatif Khattab, 2018). Il est largement utilisé pour atténuer les effets antinutritionnels des
tanins en empéchant la formation de complexes tanins- protéines ou méme de libérer les
protéines de ces complexes (Addisu, 2016). Les effets néfastes de la Iégumineuse Flemingia
macrophylla inclue a 25% dans I’alimentation des chévres, consistaient en une diminution de
la consommation d'hémicellulose, de la matiere séche, de la matiere organique, des protéines
brutes, de la fraction NDF et de la digestibilité des glucides totaux ont été neutralisés avec
I’ajout du PEG (Fagundes et al., 2014). L’incubation du PEG in vitro avec des sous-produits
du raisin a conduit a une augmentation de la production des AGV et de la digestibilité de la
matiére organique permettant ainsi de surmonter les effets néfastes des tanins (Besharati et
Taghizadeh, 2011).

Plusieurs auteurs ont rapportés que l'inclusion du PEG a eu des effets positifs sur la
fermentation ruminale de fourrages tanniferes in vivo. Kebede et al., (2014) ont enregistré un
taux de croissance, un poids de carcasse et une digestibilité apparente de toutes les sources de
nutriments plus élevés ainsi qu’une amélioration de 1'efficacité de la conversion alimentaire
chez les agneaux nourries du foin supplémenté de feuilles d'Albizia gummifera riche en tanins

condenses et en PEG 6000 par rapport a ceux nourris au foin seul ou au foin supplémenté en
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Albizia gummifera. Yisehak et al., (2013) ont noté que la supplémentation en polyéthyléne
glycol 6000 avec des feuilles de quatre especes végétales riches en tanins a augmenté I'apport
en nutriments, la digestibilité, la rétention d'azote et le gain quotidien moyen.

Le polyéthyléne glycol est également largement utilisé pour étudier la valeur nutritive des
especes tanniféres et l'activité biologique de leurs tanins in vitro en comparant les
caractéristiques de fermentation des substrats en présence et en absence du PEG (tab. 7).
(Longo et al., 2012; Kondo et al., 2014; Mebirouk-Boudechiche et al., 2018; Boufennara et
al., 2013; Abdallah Hassan Sallam et al., 2010).

Tableau 7. Effets du polyéthyléne glycol sur la production de gaz et de méthane chez des
espéces tanniferes

Espéce Gaz CH, Référence
Leucaena leucocephala + nd Longo et al., 2012
Styzolobium aterrimum L. + nd
Styzolobium deeringianum + nd
Mimosa caesalpiniaefolia + nd
Fraxinus angustifolia + + Mebirouk-Boudechiche et al.,
Acacia dealbata + + 2018
Phillyrea angustifolia + +
Phillyrea latifolia + +
Smilax aspersa - -
Lavandula stoechas - -
Atriplex halimus + + Boufennara et al., 2013
Artemisia campestris + +
Artemisia herba-alba + +
Calobota saharae + +
Stipagrostis pungens + +
Lygeum spartum + +
Stipa tenacissima + +
Acacia saligna + + Abdallah Hassan Sallam et al.,
Leucaena leucocephala + + 2010
Atriplex caseneace + +
Eucalytus globules + +
Medicago sativa - -
thé vert - - Kondo et al., 2014
thé noir + +

+: augmentation de la production, - : aucun effet, nd : non disponible
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1. COLLECTE DES ECHANTILLONS

1.1. Matériel végétal

Les substrats retenus pour cette étude sont quatre arbustes du genre Acacia (Acacia
horrida, Acacia cyanophylla, Acacia dealbata, Acacia pycnantha) et trois sous-produits:
I’écorce de grenade (Punica granatum), les palmes seches du palmier dattier (Phoenix
dactylifera I.) et les tiges d’artichaut (Cynara scolymus). Leurs propriétés phénotypiques et

botaniques sont illustrées dans le tab. 8 et tab. 9 respectivement.

Les arbustes (Acacia horrida, Acacia cyanophylla, Acacia dealbata) sont collectés de la
wilaya de Constantine, située dans le nord-est algérien a 36,17° de latitude nord, 6,37° de
longitude est et a une altitude moyenne de 693 m. Le climat de la région est semi-aride, avec
des précipitations irrégulieres qui atteignent en moyenne 350-700 mm par an. Les
températures moyennes oscillent entre-0,3°C en hiver et 37,3°C en été. Tandis qu’Acacia
pycnantha est collecté de la wilaya de Taref, située a I'extréme nord-est de I'Algérie a
36.77°de latitude nord, de 8.31°longitude est. Le climat de la région est du type subhumide a
humide chaud au nord, et humide doux a humide frais au sud. La pluviométrie varie entre 900
et 1200 mm/an. La collecte est effectuée en plein hiver ou Acacia dealbata (mimosa d’hiver)
était en stade de floraison. Les feuilles des Acacia sont récoltées a la main puis elles sont
coupées aux ciseaux. Le choix de ces especes légumineuses est basé sur leur grande
disponibilité, leur grande résistance a la secheresse, leur richesse en protéines et en facteurs
antinutritionnels et leur capacité de fournir de feuillage pendant les périodes séches en

absence d’especes herbacées.

Les deux sous-produits 1’écorce de (Punica granatum) et les tiges de (Cynara scolymus) sont
également collectés en hiver de deux régions semi-arides, wilaya de Tébessa et Mila. Les
palmes séches du palmier dattier (Phoenix dactylifera 1.) sont collectées de la région de
Foughala, wilaya de Biskra au mois de juin au stade de début de grossissement des fruits. Ces

sous-produits sont riches en tanins.
1.2. Préparation des échantillons

Les feuilles d’Acacia, 1’écorce de grenade et les tiges d’artichaut ont été séchés en
ombre a I’abri de la lumicre. Ils sont ensuite broyés et calibrés a travers un tamis de 1 mm.
Les fourrages sont conservés a température ambiante dans des récipients en verre clos jusqu’a

leur utilisation.
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Tableau 8. Caractéristiques botaniques et phénotypiques des arbustes étudiés.

arbuste Description botanique

Acacia horrida Arbuste ou arbre de 8 & 15 metres de hauteur, doté d'épines de 15 cm de longueur sur les tiges et les rameaux.

!

Les feuilles sont bipennées, de couleurs vert pale regroupés en touffe. Les fleurs sont de couleur jaune,

parfumés et regroupées en glomérules sphériques.

ou mimosa d’hiver est un arbre qui peut atteindre une vingtaine de métres avec un tronc lisse. Ses rameaux sont
duveteux et portent des feuilles composées. Ces feuilles sont divisées en folioles elles méme divisée en
foliolules (plusieurs milliers par feuilles). La floraison survient de Janvier a mars. Les fleurs se présentent sous

forme de pompons jaunes disposés en grappe.

appelée également Acacia saligna est un arbuste a croissance rapide, atteignant 2-5 metres de hauteur. Les
rameaux anguleux sont flexueux et pendants a leur extrémité touchent presque le sol. Le feuillage est constitué
de feuilles (plus exactement de phyllodes) de 8-25cm de longueur et de couleur bleue glauque. Les fleurs sont

jaunes et la floraison est abondante. Elle survient en Avril-Mai.

connu sous le nom d'Acacia doré, est un petit arbre qui a une hauteur de 8 meétres et possede des phyllodes de 9
a 15 cm de longueur. Les fleurs sont de couleur jaune d’or parfumées et abondantes. Elles apparaissent a la fin
de I'hiver et au printemps. Le fruit est constitué des gousses. Les gousses, ont une couleur verte a I'état jeune,

virent au brun ou au brun foncé a la maturité, ou elles s’ouvrent d’un coté pour libérer des graines noires.
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Tableau 9. Caractéristiques botaniques et phénotypiques des sous-produits etudiés.

Sous-produit

Description botanique

Ecorce de grenade

Le grenadier ou le Punica granatum fait partie des espéces médicinales. C’est une espéce qui appartient a la famille de Punicaceae.

C’est un arbuste de 2 a 5 m de hauteur, 1égérement épineux. Il croit majoritairement dans toute la région méditerranéenne, de facon
spontanée ou cultivée. Les feuilles sont caduques et brillantes, mesurant environ 7,6 cm de longueur. Les fleurs font environ 5 cm de
longueur, sont produites en été. Le fruit est globuleux, de 5-7,6 cm de diamétre et brillant de couleur vert rougeétre ou jaunatre. Il est
rempli de graines croquantes, dont chacune est enveloppé dans une pulpe juteuse qui est elle-méme enfermé dans une peau
membraneuse entourée d’une écorce. L’écorce de grenade est 1’un des sous-produits les plus précieux de I’industrie alimentaire, elle

représente 40% du fruit entier et elle est riche en composés phénoliques notamment les tanins.

Les palmes séches

Phoenix dactylifera L. appartient a la classe des monocotylédones, famille des palmaceées, est un arbre de 20-30metres de hauteur, a
un tronc cylindrique appelé aussi stipe ou tige, non ramifié, lignifié et de couleur marron brun. Les feuilles sont appelées palmes, ont
une forme pennée et sont insérées en hélice, trés rapprochées sur le stipe. De nombreuses palmes constituent la couronne. Le fruit du
palmier dattier est la datte, est une baie, généralement de forme allongée, ou arrondie. Elle est composée d’un noyau consistant

entouré de chair qui la partie comestible de la datte.

L’artichaut, ou Cynara scolymus, est une plante herbacée appartenant a la famille des astéracées, largement cultivée et consommée
comme légume dans les régions méditerranéennes et utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés biologiques attribuées
essentiellement aux polyphénols. L’artichaut est une plante a tige rigide et cannelée pouvant atteindre de 1,50 a 2 métres de hauteur. Il
dispose de longues feuilles trés découpées semblables a celles du chardon, a la différence qu’elles sont non épineuses. Les fleurs
apparaissent comme autant de petits fils violets, trés attractives pour les insectes. Les feuilles et les tiges a I’amertume marquée sont

riches en tanins.
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2. COMPOSITION CHIMIQUE DES SUBSTRATS

Les analyses chimiques des substrats étudiés ont porté sur la détermination de leur teneur en
matiére séche, minérale, azotées et & la détermination de leur composition en parois végétale.

Elles sont réalisées selon les normes décrites par I'AOAC (1990).
2.1. Détermination de la teneur en matiére seche (MS)

La teneur en MS est déterminée par séchage d'échantillon de 1 g dans une étuve ventilée a

105°C jusqu'a poids constant.

L’expression des résultats est faite comme suit :

(MO-t)
%MS = 100

Ou:

Mo: Poids du creuset+ échantillon sec, t: Poids du creuset vide, m: échantillon frais.

2.2. Détermination de la teneur en matiéres minérale et organique

La matiére minérale (MM) est déterminée par calcination de 1g d’échantillon préalablement
séché dans un four a moufle pendant 6 heures. Le résidu obtenu représente les cendres

(matiere minérale).
L’expression des resultats est faite comme suit:

%MM = 100 (MM-©)
T (MO — t)
ou:

MM: échantillon calciné +Poids du creuset, t: Poids du creuset vide, Mg: Poids du creuset+

échantillon sec.

La matiéere organique (MO) correspond a la différence entre la matiere seche et la matiére

minérale.

% MO =100 - Y%oMM
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2.3. Détermination de la teneur en matiéres azotées totales (MAT)

L’azote total contenu dans les échantillons est dosé par la méthode de kjeldahl. Cette méthode

peut étre divisée en trois principales étapes:

-La minéralisation: 1’azote organique est transformé en azote minérale (sulfate
d’ammonium) par traitement de 0.7 g d’échantillon par 1’acide sulfurique pendant 4h a 350°C

et en présence d’un catalyseur (sélénium).

-La distillation: Le sulfate d’ammonium est transformé en ammoniac en présence d’une base
forte (NaOH, 10N). L'ammoniac formé est entrainé par de la vapeur d'eau et récupéré dans
une solution d’acide borique (4%) contenant un indicateur coloré¢ (rouge de méthyle et bleu de

méthylene).

-La titration: La solution d’ammoniac est titrée par une solution d’acide chlorhydrique

(HCI, 0.1N). La teneur en azote total (N) est obtenue a I'aide de I'équation suivante:

_ Vol (HCH)(ml) x 14 x 0,1
~ Prise d'essai x MS(%)

La teneur en matiéres azotées totales (MAT) est obtenue en multipliant la teneur en azote par

6,25.

2.4. Composés de la paroi végétale

La détermination des composés de la paroi végétale est réalisée selon le procédé déecrit par
Van Soest et al., (1991).

2.4.1. Dosage de la fraction NDF (Neutral Detergent Fibre)

L’NDF représente la fraction fibreuse de la paroi cellulaire non soluble dans un détergent
neutre, elle contient la cellulose, I’hémicellulose et la lignine. Elle inclut aussi des protéines
insolubles a pH neutre et des cendres. La méthode de détergent neutre repose sur la
solubilisation dans une solution neutre des composants non fibreux. Elle est réalisée dans des
sacs ANKOM préalablement séchés a 103°C ou sont introduits 0.5 g d’échantillon séché. Les
sacs sont scellés et introduits dans 1’appareil ANKOM remplie avec 2L de la solution de
détergent neutre (NDS) (annexe 1). lls sont portés a 1’ébullition pendant 1h et 15 min. Apreés

vidange de I’appareil ils sont lavés trois fois avec de I’eau bouillante puis deux fois avec de
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I’acétone. Les sacs sont par la suite séchés dans une étuve réglée a 103°C jusqu'a poids

constant.

2.4.2 Dosage de la fraction ADF (AcidDetergent Fibre)

La fraction ADF de la paroi cellulaire est constituée de la cellulose et de la lignine, ainsi que
des protéines insolubles dans une solution acide et des cendres. Elle est réalisée selon la
méme procedure décrite précédemment en traitant les échantillons par la solution (ADS)

(annexel).

2.4.3. Dosage de la fraction ADL (Acide Detergent Lignine)

La fraction ADL correspond au résidu insoluble obtenu apres traitement de la fraction
ADF par I’acide sulfurique. Elle est constituée de lignine et de cendres. Les sacs récupérés,
aprés analyse ADF, sont traités par 1’acide sulfurique concentré a 72% pendant trois heures.
Ils sont lavés trois fois avec de I’eau bouillante puis deux fois avec de 1’acétone. Les sacs sont

par la suite séchés dans une étuve a 103°C jusqu’a poids constant.

2.4.4. Estimation de la teneur en hémicellulose et cellulose
Les teneurs en hémicelluloses et en cellulose sont calculées respectivement par les différences
(NDF — ADF) et (ADF — ADL).

3. ANALYSE PHYTOCHIMIQUE DES COMPOSES SECONDAIRES

3.1. Procédé d’extraction

L’extraction de la fraction phénolique est réalisée selon le procédé décrit par Makkar et al.,
(1993), 200 mg de substrat séché sont dilués dans 10 ml d'acétone aqueuse (70%) et soumis a
un traitement par ultrasons dans un sonificateur (Bioblock Sientific vibracell 75043) pendant
20 min a température ambiante. Le mélange est ensuite centrifugé a 3000 g et a 4°C pendant
10 min. Le surnageant est recueilli et conservé dans la glace tandis que le culot est récupéré
dans 10 ml d'acétone aqueuse, et traité comme précédemment. L'extraction est répétée jusqu'a

ce que le surnageant devient transparent.

3.2. Dosage des phénols totaux

Les phénols totaux (PT) contenus dans les extraits sont determinés par la méthode de

Folin-Ciocalteu dans laquelle 0.25 ml d’extrait est ajouté a 0.95 ml d’eau distillée, 0.25 ml du
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réactif du folin de ciocalteu (IN) et 1.25 ml d’une solution de carbonate de sodium (20%)

(Makkaret al., 1993).
3.3. Dosage des tanins totaux

La teneur en tanins totaux (TT) est déterminée par différence entre les phénols totaux
mesurés par la méthode de Folin-Ciocalteu avant et apres traitement avec le
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP); 100 mg de PVPP sont ajoutés a 1 ml d’eau distillée et 1 ml
d’extrait, le mélange est maintenu a 4°C pendant 15 min, puis centrifuger a 3000g et a 4°C
pendant 10 min. Le contenu phénolique du surnageant, contenant que les composés
phénoliques simples autres que les tanins précipités avec le PVPP, est déterminé par la
méthode de Folin-Ciocalteu. L'absorbance est mesurée a 725 nm et les teneurs en PT et TT

sont exprimées en équivalent d’acide tannique/gde MS (Fig. 13).
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Figure 13. Courbe étalon des phénols totaux et des tanins totaux

3.4. Dosage des tanins condensés

Les tanins condenses (TC) sont determinés par la méthode au n-butanol-HCI décrite
par Porter et al. (1986). 0,5 ml d’extrait sont melangé avec 3 ml du réactif n-butanol-HCI
(95:5, v/v) et 0,1 ml d’une solution ferrique (sulfate d’ammonium ferrique, 2%, dilué dans
I’HCI 2N). Les tube sont ensuite incubés dans un bain marie a 100°C pendant 60 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance est enregistrée a 550 nm et les résultats sont exprimés en

équivalent de catéchine (Fig. 14).
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3.5. Purification des tanins condensés

Figure 14. Courbe étalon des tanins condenses

Aprés I’analyse phytochimique et le criblage biologique des substrats étudiés, la

purification des tanins condensés a porté sur Acacia horrida (activité biologique la plus

élevée). La purification des tanins est réalisée selon la méthodologie décrite par Terrill et al.,

(1992).50 g de feuilles d'Acacia horrida sont macérées dans 500 ml d'acétone aqueuse (70%

+ 1 g d'acide ascorbique) sous agitation pendant 40 min. Le macérat est filtré sous vide a

travers du papier whatman (N°1) (fig. 15). Le filtrat (250 ml) est ensuite introduit dans une

ampoule a décantation et mélanger avec 250 ml de dichlorométhane. Aprés décantation, la

phase inférieure contenant les pigments et les lipides est éliminée, et la phase supérieure est

lavée deux fois avec du dichlorométhane. Cette phase est évaporée a 39°C dans un

évaporateur rotatif (Butchi) et le résidu aqueux est récupéré et conservé apres lyophilisation.
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Figure 15. Extraction des tanins condensés d’Acacia horrida

L’extrait brut de tanins est, dissous dans une solution de méthanol (50%),soumis a une
séparation chromatographique sur colonne de Sephdex LH-20 (longueur X diameétre = 13 X
2,3 cm) équilibrée avec le méme solvant. La colonne est lavée avec le méthanol 50% (650 ml)
et les tanins sont ensuite élués avec l'acétone 70% (450 ml). L’achévement de la séparation
chromatographique est vérifié par chromatographie sur couche mince (CCM). Les fractions
contenant des tanins sont combinées, évaporées a 1’évaporateur rotatif et conserves a -20°C

jusqu'a utilisation.

4. FERMENTATION IN VITRO

4.1. Technique de production de gaz in vitro
4.1.1. Principe

La technique de production de gaz in vitro est une technique de simulation du
processus de fermentation dans le rumen. Elle consiste a déterminer les caractéristiques de la
digestion des aliments et la cinétique de fermentation en mesurant les gaz produits & partir de
la digestion de 1’aliment avec du liquide ruminale tamponné. La fermentation des substrats
dans le rumen par des microbes anaérobies engendre la production des acides gras volatils et
des gaz: le dioxyde de carbone (CO,) et le méthane (CH,). Elle a été développée par Menke et
al. (1979) dans des seringues en verre de 100 ml ou le volume des gaz produits est mesuré par
une lecture visuelle des graduations présentes sur les seringues. La technique a été ensuite
modifiée par Theodorou et al., (1994) ou la fermentation est réalisée dans des flacons en verre
de 120 ml. La pression des gaz accumulés dans I'espace libre des flacons au cours de la

fermentation est mesurée a 1’aide d’un barométre.
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4.1.2. Systéeme de fermentation utilisé

Dans notre étude, la fermentation est réalisée dans des flacons en verre de 120 ml de
capacité selon la technique de production du gaz in vitro décrite par Theodoreau et al., (1994).
Ce systeme permet I'accumulation des gaz fermentaires dans I'atmosphére intérieure du flacon

dont la pression est mesurée manuellement, en utilisant un barometre (Wide Range 840065).
4.2. Les animaux donneurs

Quatre chevres Murciano-Granadina munies d'une canule ruminale permanente sont
utilisées comme donneurs de liquide ruminale pour les deux expériences. Les chevres ont recu
une ration composée de foin de luzerne et de concentré commercial dont les proportions (50:
50) distribuée deux fois par jour a 08h00 et 16h00. L’eau est distribué ad.libitum.

4.3. Inoculum

Le jus de rumen utilisé comme inoculum est préleve de quatre chevres avant le repas
du matin. 1l est immédiatement transporté dans des Thermos préalablement chauffés a 39°C.
Au laboratoire, il est filtré a travers deux couches de gaz chirurgical sous un flux continu de
CO,. Le liquide ruminal est mélange avec la salive artificielle dans un rapport de 1: 3 (V/V,
fig. 16). La salive artificielle est préparée selon les recommandations de Menke et Steingass
(1988) (annexe 2).

Figure 16. Etapes de préparation d’inoculum

4.4, Tests de production de gaz in vitro

Deux essais in vitro sont réalisés, le premier est mené pour sélectionner le substrat

dont I’activité des tanins est la plus élevée. Dans ce cas, la procédure décrite par Makkar et
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al., (2003) est adoptée. Elle consiste a incuber les substrats en présence et en absence d’un
polymére synthétique: le polyéthylene glycol (PEG, PM= 4000 Da). Ce dernier se lie
spécifiqguement avec les tannins en formant des complexes binaires inactifs. Le second essai

est men¢ pour déterminer I’activité des tanins purifiés sur les parametres fermentaires.

4.4.1. Screening biologique du contenu tannoide
400 mg du substrat sont incubés en présence ou en absence de 1g de PEG (PM= 4000
Da) et 40 ml du milieu de culture (10 ml de jus de rumen + 30 ml de salive artificielle) dans
des flacons de 120 ml de capacité (Theodorou et al., 1994; Makkar et al., 2003). Pour chaque
substrat, quatre répétitions sont réalisées. Dans les mémes conditions, quatre flacons
contenant uniquement le milieu de culture sans substrat (blancs) sont également incubés. Les

flacons sont scellés, agitées et placées dans un bain-marie a 39°C.

4.4.2. Etude de I’impact des tanins purifiés sur la fermentation in vitro

L’impact des tanins purifiés a part A. horrida est étudié en présence de deux types de
fourrages: le foin de luzerne (riche en azote) et la paille d’orge (riche en cellulose). Ainsi,
deux séries d’incubations sont réalisées, une série avec le foin de luzerne et une série avec la
paille d’orge. Pour chaque série, les tanins purifiés a trois concentrations (50, 100, 150 mg/g
de fourrage incubé) sont ajoutés a 500 mg de fourrage est mis a fermenter avec 40 ml du
milieu de culture. Pour chaque concentration, quatre répétitions sont réalisées. Dans les
mémes conditions, 4 flacons contenant uniquement le milieu de culture sans fourrage (blancs)
et 4 flacons contenant le fourrage et le milieu de culture sans additif (tanins purifiés) sont

également incubés. Les flacons sont incubés dans un bain marie a 39°C pendant 24h.

5. PARAMETRES FERMENTAIRES MESURES

5.1. Production de gaz

La pression des gaz produits dans chaque flacon est recordée a 2, 4, 6, 12, 24 et 48h a
l'aide d'un barométre (Wide Range 840065). Les gaz produits sont ajustés au modeéle

exponentiel monophasique de France et al. (2000):
Y=A@_e Y

Avec: Y: production cumulative de gaz (ml), t: temps d'incubation (h), A: l'asymptote

(volume de gaz potentiel & I'état d'équilibre; ml) et c: taux de production de gaz (ml.h™).
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5.2. Production de méthane

Le volume du méthane produit est déterminé par chromatographie en phase gazeuse
(CPG). Aprés 24 h d'incubation, un échantillon de gaz (1.0 ml) est prélevé de chaque flacon
et introduit dans des tubes (Terumo Europe NV, Louvain, Belgique). L’échantillon est ensuite
injecté dans la chromatographie en phase gazeuse (HP Hewlett 5890 Packard Series Il gas
chromatograph .Waldbronn, Germany) équipée d'un détecteur a ionisation de flamme (FID) et
d'une colonne de polyéthyléne glycol réticulée HP INNOWAX (25 mx 0,2 mm x 0,2 pm;
Teknokroma, Madrid, Espagne).

5.3. Analyse qualitative et quantitative des acides gras volatils (AGV)

Aprés 24 h d'incubation, 0,8 ml du contenu de chaque flacon sont prélevés et
transférés dans des tubes Eppendorf contenant 0,8 ml d’une solution déprotéinisante (d'acide
crotonique (4 mg/ml) et d'acide métaphosphorique (20 mg/ml dissoute dans HCI 0,5 M). Les
échantillons sont conserveés a -20°C. Avant 1’analyse chromatographique, ils sont décongelés
et centrifugés a 4000 g et a 4 °C pendant 20 min.

Les concentrations des acides gras volatils sont déterminées par chromatographie en phase
gazeuse couplé a un detecteur a ionisation de flamme (Autosystem Perkin- Elmer Cor.,
Norwalk, Connecticut, USA) en utilisant une colonne réticulée a 100% de polyéthyléne glycol
(TRB-FFAP 30 m x 0,53 mm, épaisseur du film x 1 um, Teknokroma, Barcelone, Espagne).
1 pl d’échantillon est injecté en mode fractionné (20 ml/min). L’azote (1 ml/min) est utilisé
comme gaz vecteur, la température de I’injecteur et du détecteur sont respectivement de 260
et de 275°C. La température de la colonne est maintenue a 100°C pendant 1 min, augmentée a
15°C/min jusqu'a 160°C. L’identification des pics est basée sur le temps de rétention des
étalons externes. L'acide crotonique est utilisé comme étalon interne. Les courbes standards
sont préparées par dilution (1: 1) du mélange de standard dans la méme solution dans laquelle

les échantillons du jus de rumen fermenté sont ajoutés (Arco-Pérez et al., 2017).

5.4. Détermination de la concentration en azote ammoniacal (N-NH3)

L’azote ammoniacal (N-NH3;) est dosé par colorimétrie, selon la méthode décrite par
Weatherburn (1967), basée sur la réaction de Berthelot. L’ion ammonium (NH"4) se fixe sur
une molécule de phénol en présence du chlore. La réaction est catalysee par le nitroprussiate
de sodium. 1l se forme ainsi un complexe de type indophénol qui donne une coloration bleue.
Aprés 24 h d'incubation, 0,2 ml du contenu de chaque flacon sont transférés dans des tubes
eppendorf contenant 0,05 ml de I’acide trichloroacétique (TCA, 25%, p/v) et conserves a -
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20°C. Avant dosage, les échantillons sont décongelés et centrifugés a 4000g et a 4 °C pendant
20 min. Les surnageants sont ensuite dilués au 1/10°™avec de ’eau distillée.

60 ul d’une solution A sont ajoutés a 20 ul d’échantillon dilué. 100 ul de chacune des deux
solutions B et C sont ensuite ajouté au premier mélange (annexe 3). Aprés agitation, les
plaques de microtitration sont incubés a 1’obscurité a 39°C pendant 15 min. L’absorbance est
enregistrée a 650 nm. Les résultats sont rapportés a une courbe de régression et exprimés en

équivalent de sulfate d’ammonium (annexe 4).

6.ANALYSESSTATISTIQUES

Une analyse de la variance a un seul facteur (ANOVA) est réalisée sur les données des
parametres de fermentation, a l'aide du logiciel SAS (SAS Institute Inc, 2003). Lorsque des
différences significatives sont trouvées, les moyennes sont comparées par le test de Tukey.

Les différences sont considérées comme significatives a p <0,05.
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Résultats et Discussion

1. COMPOSITION CHIMIQUE DES SUBSTRATS

1.1. Teneur en matiére seche

La composition chimique des arbustes du genre Acacia et des sous-produits est
représentée dans le tableau 10. Il ressort que tous les arbustes étudies renferment des teneurs
élevées en matiére séche. La teneur la plus élevée est enregistrée pour A. cyanophylla (917.9
g/lkg MS) et la plus faible est notée pour A. pycnantha (872.7 g/lkg MS). Les contenus
hydriques faibles enregistrés pour ces arbustes sont comparables a ceux rapportés par
Bouazza, (2014) et Chentli, (2015) pour des especes du méme genre. De méme, des taux
élevés (supérieurs a 90%) ont €té enregistrés pour les sous-produits. La teneur la plus élevée
est notée pour les palmes seches (932.7 g/kg MS) et la plus faible est enregistrée pour P.
granatum (901.0 g/kg MS). Les valeurs enregistrées dans notre étude sont inférieures a celles
rapportées par Zei et Sharifi Hosseini, (2009) et Boufenera et al.,(2016) et supérieures a celles
enregistrées par Arhab, (2006) et Mirizei-Aghsaghali et al., (2011).

Les teneurs faibles en humidité des substrats étudiés sont essentiellement dues a leur origine
aride et semi-aride. Il est a noter que 1’espéce, A. pychantha provient d’une région humide et
présente une teneur en eau relativement plus élevée par rapport aux autres arbustes et sous-

produits.
1.2. Teneur en matiére minérale

Les substrats etudiés renferment des concentrations variables en MM. Chez les
arbustes, A. cyanophylla représente la teneur la plus forte (126.2 g/kg MS) tandis que A.
dealbata renferme la concentration la plus faible (51.6 g/kg MS). Des observations similaires
ont été également notées par Bouazza, (2014) et Chentli, (2015). Pour les sous-produits, la
teneur la plus élevée est notée pour C. scolymus (202.1 g/kg MS) et la plus basse est
enregistrée pour P. granatum (37.1 g/kg MS). L’accumulation des minéraux dans les
fourrages est contrélée par de nombreux facteurs tels que le climat, le type de sol et le stade
de la maturité. Ainsi, @ mesure que les plantes mdrissent, les teneurs en minéraux diminuent
en raison d'un processus de dilution naturel et de la translocation d'éléments nutritifs vers le
systéeme racinaire minéral (Spear, 1994). Cependant le type de sol semble étre le facteur le
plus important qui influence la teneur des fourrages en matiére minérale parce qu’il présente
la source de tous les éléments minéraux trouvés dans les plantes. La plupart des carences

minérales naturelles chez les ruminants sont associées a des regions speécifiques et sont
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directement liées aux caractéristiques du sol et a sa concentration en minéraux. A titre
d’exemple, les sols des régions tropicales sont fortement lessives, ce qui les rend déficients

en minéraux végétaux.
1.3. Teneur en matiéres azotées totales

Les résultats exposés dans le tableau 10 montrent que les arbustes ont des teneurs
relativement élevées en protéines brutes. Ces résultats sont comparables a ceux rapportés dans
la littérature pour des légumineuses fourrageres (Njidda, 2010; Balseca et al., 2015; Melesse
et al., 2017). Les teneurs élevées en matiéres azotées totales enregistrées dans les Acacia de
notre étude sont probablement dues a la capacit¢ des légumineuses de fixer 1’azote
atmosphérique grace aux bactéries du genre rhizobium associés a leur systéme racinaire
(Hadjipanayiotou et al., 1985; Lee, 2018).

La teneur en MAT des Acacia varie entre 17,8 et 20,1%, ainsi les arbustes ont des teneurs en
protéines brutes supérieures au taux de 8%, suggéré par Van Soest, (1994) comme
concentration requise chez les ruminants pour soutenir une activité microbienne optimale
(Magalhdes et al., 2010; Njidda, 2010). En outre, selon Rubanza et al., (2005), ces espéces
peuvent étre utilisées comme suppléments protéiques chez les ruminants nourris avec des

fourrages de mauvaise qualité en particulier pendant la saison séche.

La variation du contenu en MAT entre les especes d’Acacia, peut s’expliquer d’une part par
le stade végétatif dans lequel la récolte a été réalisée; 1’arbuste A. dealbata représentant la
teneur la plus élevée (201.6 g/kg MS) a été collecté au stade de la floraison et d’autre part par
les variations climatiques. Dans notre étude, le taux le plus faible en MAT a été enregistré
pour A. pycnantha (178 g/kg MS) espéce provenant d’une région humide tempérée. D’autres
facteurs tels que le profil d’azote des sols et la différence de 1’efficacité de l'accumulation de
protéines par les especes pendant la croissance peuvent influencer le contenu des plantes en
MAT (Njidda, 2010).

Les résultats enregistrés dans notre étude pour les espéces d’Acacia étudiées sont proches de
ceux trouvés par Rubanza et al., (2005) et sont supérieurs a ceux rapportés par Al-Soqgeer
(2008). Ces différences peuvent étre dues aux variations du stade de croissance, de la partie de
la plante étudiée (rameaux, feuilles, tige, gousses), du type du sol et de la saison (Melesse et
al., 2017).
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Tableau 10. Composition chimique (g/kg MS) et phytochimique (mg/kg MS) des arbustes et des sous-produits.

Arbustes Sous-produits
Substrat
A.horrida | A.cyanophylla | A.dealbata | A.pycnantha C.scolymus | P.granatum | P.dactilyfera
Composition chimique
MS 909.0 917.9 907.2 872.7 909.2 901.0 932.7
MO 891.4 873.8 948.4 917.7 797.9 962.9 804.4
MM 108.6 126.2 51.6 82.3 202.1 37.1 195.6
MAT 182.8 186.6 201.6 178.0 81.7 48.1 95.8
NDF 379.1 553.9 429.4 520.5 351.0 301.6 533.8
ADF 191.4 253.3 238.3 345.3 230.4 109.5 353.7
ADL 140.6 172.5 165.1 264.7 28.9 68.6 127.7
Hémicellulose 187.7 300.6 1911 175.2 120.6 192.1 180.1
Cellulose 50.8 80.8 73.2 80.6 201.5 40.9 126.0
Comopsition phytochimique
PT 785.1 778.7 798.4 591.2 594.4 799.2 585.9
TT 521.3 442.3 536.4 395.3 376.0 517.9 351.3
TCT 680.4 439.7 464.5 120.5 23.1 50.9 170.4

MS: Matiere seche, MO: Matiere organique, MM: Matiére minérale, MAT: Matieres azotées totales, NDF: Neutral detergent fiber, ADF: Acid detergent

fiber, ADL: Acid detergent lignin,PT : Phénols totaux, TT: Tanins totaux, TCT: Tanins condensés totaux.
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En ce qui concerne les sous-produits, des teneurs relativement faibles par rapport aux arbustes
ont été enregistrées, la teneur la plus élevée est observée pour P. dactilyfera (95.8 g/kg MS) et
la plus faible est notée pour P. granatum (48.1 g/kg MS). Le résultat obtenu pour les feuilles
du palmier dattier est supérieur a celui enregistré par Pascual et al., (2000), Ziaei et Sharifi
Hosseini(2009), Boufennara et al., (2016) tandis que la concentration enregistrée pour
I’écorce de Punica granatum est proche de celle obtenue par Shabtay et al.,(2008),Sadget al.,
2016 et Yurtsevenet al.,(2018) et supérieure a celle enregistrée par Mirzaei-Aghsaghali et al.,
(2011).

1.4. Constituants de la paroi cellulaire

La paroi cellulaire est le composant principal du fourrage qui influence la digestibilité
et la consommation de la matiere seche. Elle est constituée de cellulose, d’hémicellulose et
d’une partie non glucidique, la lignine (Van Soest et al., 1991). La teneur en ces composants
est inversement proportionnelle a la digestibilité et a I’apport volontaire (Morales et al.,
2013). D’apres le tableau 10, les substrats étudies ont une composition de la paroi cellulaire
identique. lls présentent tous des teneurs modérées de la fraction NDF. Ces teneurs sont
inférieures au seuil de 600 g/kg de MS rapporté par Meissner et al., (1991), au-dela duquel la
consommation de la matiére seche est diminuée. Les valeurs dans notre étude varient entre
379.1 g/kg et 553.9 g/kg MS pour les arbustes et entre 301.6 g/kg MS et 533.8 g/kg MS pour
les sous-produits. En général, plus le contenu en NDF d'un fourrage est grand, plus sa
digestibilité est faible. Cependant, cette relation ne tient pas toujours, parce que la digestibilité
de la paroi cellulaire dépend beaucoup plus du degré de lignification (Balseca et al., 2015).

Pour les arbustes, la teneur en NDF la plus élevée est enregistrée pour A. cyanophylla (553.9
o/kg MS) et la plus faible est notée pour A. horrida (379.1 g/kg MS). Tandis que pour les
sous-produits, la teneur la plus élevée est enregistrée pour P. dactilyfera (533.8 g/kg MS) et la
plus faible est notée pour P. granatum (301.6 g/kg MS). Les résultats enregistrés dans les
arbustes sont comparables a ceux trouvés par Bensalem et al.,(1997), Bensalem et al.,(1999),
Moujahed et al.,(2000) et Al-Sogeer, (2008).

La teneur élevée de la fraction NDF enregistrée pour les palmes séches, est proche de celle
observée par Pascual et al., (2000) et inférieure a celle enregistrée par Boufennara et al.,
(2016). La teneur élevée de la fraction NDF pourrait étre attribuée a la température élevée qui
favorise généralement I'accumulation de matériaux structurels de la paroi cellulaire (Abebe et
al.,2012).

63



Résultats et Discussion

En ce qui concerne la fraction ADF, les teneurs pour les arbustes, varient entre 109,5 g/kg MS
et 353,7 g/kg MS. La teneur la plus élevée a été enregistrée pour A. pycnantha, valeur proche
de celle trouvée par Hanafy et al.,(2014) et la plus basse est notée pour A. horrida, valeur
proche de celle rapportée par Tafera et al.,(2008). Les sous-produits montrent des teneurs
variant de 109.5 a 353.7 g/kg MS, les teneurs enregistrées pour les palmes seches sont
similaires a celles rapportées par Pascual et al., (2000) et Boufennara et al.,(2016).

La fraction ADL (la lignine) peut étre considérée comme le squelette principal de la cellule
végétale. Elle confere a la plante une résistance et une rigidité supplémentaire. C’est un
produit non digestible qui inhibe la disponibilité des portions de fourrage contenant de la
cellulose et de I’hémicellulose (Njidda et al., 2013). Dans notre étude les arbustes présentent
des concentrations modérées en lignine. La concentration la plus élevéee est enregistrée pour
A. pycnantha et la plus faible pour A. horrida. Vieira et al., (2008) indiquent que a mesure
que la plante avance en maturité, de plus en plus de lignine est ajoutée a la paroi cellulaire ce
qui la rend plus difficile a décomposer et a digérer. En outre selon Van Soest, (1994) les
températures environnementales élevées entrainent une lignification accrue de la paroi

cellulaire des plantes.

La cellulose et I'némicellulose représentent les principales sources d'énergie pour les
ruminants (Merkel et al., 1999). Les teneurs en hémicellulose varient entre 175.2 g/kg MS et
300.6 g/kg MS pour les arbustes et entre 120.6 g/kg MS et180.1 g/kg MS pour les sous-
produits. Les teneurs enregistrées pour les arbustes sont comparables a celles notées par
Bouazza, (2014) et supérieures a celles observées par Chentli, (2015).

Pour la cellulose, les arbustes présentent des teneurs faibles <100 g/kg MS, teneurs inférieures
a celles enregistrées par Bouazza, (2014). Les teneurs enregistrées pour les sous-produits sont
comprises entre 40.9 g/kg et 201.5 g/kg MS. La teneur la plus élevée est enregistrée pour C.

scolymus et la plus faible est notée pour les palmes séches (201.5 g/kg MS).
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2.SCREENING PHYTOCHIMIQUE DES SUBSTRATS ETUDIES

L’analyse quantitative des composés phénoliques (les phénols totaux, les tanins totaux
et les tanins condensés) est montrée dans le tableau 10. Il apparait que tous les substrats
contiennent des teneurs élevées en phénols totaux. Chez les arbustes, la teneur la plus élevée
est enregistrée pour A. dealbata et la plus faible pour A. pycnantha, tandis que pour les sous-
produits, la teneur la plus forte est enregistrée pour P. granatum et la plus faible pour les
palmes séches. Une tendance similaire est constatée pour les TT dont les concentrations les
plus élevées sont enregistrées pour A. dealbata et P. granatum et les plus faibles pour A.
pychanatha et les palmes seches. La concentration élevee des composés phénoliques
enregistrée pour les substrats étudiés pourrait étre le résultat d’un mécanisme de défense des
plantes contre le stress induit par le climat et les nutriments et /ou par les parasites et les
herbivores (Makkar, 2003). Les teneurs en PT et en TT enregistrées pour les arbustes de notre
étude sont comparables a celles notées par Abdulrazak et al., (2000) et Rubanza et al., (2005)
et supérieures a celles observées par Alonso-Diazet al., (2009), Bouaaza, (2014) et Chentli,
(2015).

Pour les tanins condensés, les résultats révelent une variation considérable entre les substrats
étudiés, les teneurs se situent entre 120.5 mg/g MS et 680.4 mg/g pour les arbustes, la
concentration la plus élevée est enregistré pour A. horrida (680.4 mg/g MS) et la plus faible
pour A. pycnantha (120.5 mg/g MS) et entre 23.1 et 170.4 mg/g MS pour les sous-produits.
La concentration enregistrée pour A. horrida est supérieure a celle rapportée par Bouazza,
(2014) et la concentration enregistrée pour A. pycnantha est similaire a celle enregistrée par
Grainger et al., (2009) pour A. tortilis. Pour les sous-produits, la concentration la plus élevée
est enregistrée pour les palmes séches et la plus faible pour C. scolymus (120.5 mg/g MS). La
concentration enregistrée pour les palmes séches est supérieure a celle notée par Arhab,
(2006).

La variation des concentrations en phénols totaux et en composés antinutritionnels entre nos
substrats étudiés et ceux de la littérature pourrait étre attribuée au stade de croissance, a
I'origine anatomique du tissu végétal et aux facteurs génotypiques qui contrblent la
biosynthése et I'accumulation de composés polyphénoliques (Haslam, 1999). Elle peut étre

aussi due au procédé d’extraction, a la méthode d'analyse et aux standards utilises.

Les teneurs élevées enregistrees pour les espéces du genre Acacia ainsi que pour les palmes

séches en facteurs antinutritionnels (tanins et tanins condensés) peuvent limiter leur utilisation

65



Résultats et Discussion

comme fourrages ou comme suppléments alimentaires au fourrage de base. Les tanins sont
reconnus depuis longtemps comme des facteurs antinutritionnels qui ont la capacité de former
des complexes avec plusieurs types de macromolécules (les polysaccharides, les minéraux, les
protéines). A des concentrations élevées (> 80 g/kg), les tanins réduisent la prise alimentaire
et diminuent la digestibilité des protéines et des glucides, ce qui altére les performances de
I'animal et peut causer méme une toxicité (Barry et McNabb, 2000).

En contrepartie, de nombreuses études ont rapportés des effets bénéfiques des tanins. En
effet, en se liant aux protéines alimentaires, les tanins peuvent réduire leur dégradation par les
microorganismes du rumen et augmenter le flux des acides aminés vers l’intestin gréle
(Mcallister et al., 2005). Il faut noter également que plusieurs facteurs autres que la
concentration peuvent influencer les effets des tanins tels que leur type, leur degré de

polymérisation, et leur poids moléculaire.

3. PRODUCTION DE GAZ IN VITRO
3.1. Screening biologique des substrats étudies

L’activité biologique des tanins a été évaluée par la technique de la production de gaz
in vitro couplée a un agent chélateur des tanins, le polyéthylene glycol. Le polyéthyléne
glycol (PEG) et le polyvinylpyrrolidone (PVPP) sont des polymeres synthétiques qui ont une
grande affinité pour les tanins, ils les rendent inertes par la formation de complexes tanins-
PEG, tanins-PVPP (Makkar et al., 1995). Ils sont méme caractérisés par leur capacité de
libérer les protéines de complexes tanins-protéines préformés (Barry et al., 1986; Besharati et
Taghizadeh, 2011). Ces propriétés ont été exploitées avec la méthode de la production de gaz
in vitro pour quantifier les effets des tanins sur la fermentation ruminale. Le PEG semble étre
préféré pour I'utilisation comme agent atténuant dans les essais biologiques des tanins du fait
de son affinité plus élevée pour les tanins que le PVPP. Les complexes tanins-PEG sont plus
stables que les complexes tanins-PVVPP (Alain et al., 2015).
Makkar, (2003) a associé l'effet biologique aux changements de la production de gaz lors de
la fermentation in vitro en absence et en présence de PEG lorsque les tanins sont inactiveés.
Dans notre étude ce concept a été extrapolé a d'autres parametres de fermentation a savoir :
la production du méthane (CH,), la concentration des acides gras volatils (AGV), la
production d’ammoniac (NHs). L’effet biologique (I’activité biologique) des tanins est
mesuré par I’augmentation de la production de ces parameétres suite a leur neutralisation par

le PEG (Ali et al., 2016).
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3.1.1.Analyse en composantes principales (ACP)

Les corrélations existantes entre les constituants nutritifs, les composés phénoliques et
les différents parameétres de production de gaz et de méthane in vitro en absence et en
présence du PEG sont étudiées par I’ACP. Les résultats sont présentés dans des cercles de

corrélation fig.17et fig.20 respectivement.
3.1.1.1. En absence du PEG

La majorité des variables sont corrélées avec le facteurl (composante 1) sauf NH3;, ADF, TP et
TT. Des corrélations positives existent entre MAT, NDF, ADL, TCT et entre Gaz, CH,4,C,
AGV, Cj, C4. Les variables MAT, NDF, ADL, TCT sont corrélées négativement avec les
variables Gaz, CHa, AGV, C,, C; et C..

Les variablesNH;, ADF, TP, TT sont corrélées avec le facteur2 (composante 2). Les
composés phénoliques TP et TT sont corrélés positivement entre eux ainsi que les variables
NH3 et ADF.

3.1.1.2. En présence du PEG

La majorité des variables sont corrélés avec le facteurl (composante 1) sauf Gaz, CHy4, TP,
TT et TCT. Les variables NH;, MAT, NDF, ADF, ADL sont corrélés positivement entre elles
ainsi que les variables Gaz, AGV, C,, C3, C4. Ces dernieres sont corrélées négativement avec
NHs, MAT, NDF, ADF et ADL.

les variables TP, TT, TCT sont corrélés avec le facteur2 (composante 2) et sont corrélés
positivement entre elles. Les composés phénoliques (TP, TT) sont corrélés positivement avec
les variables Gaz, AGV, C,, Cs, C, et négativement avec NHs;, MAT, NDF, ADF et ADL.

3.1.2. Effet des tanins sur la production de gaz

L'effet du PEG sur la production de gaz est illustré dans le tableau 11. Les résultats
montrent que cet effet est statistiguement significatif (P <0,0001). En absence du PEG, la
production de gaz la plus élevée est enregistrée dans les tiges de C. scolymus (159,8 ml/g
OM) et la plus faible chez A. dealbata (29,6 ml/g OM). La faible production de gaz issue de
la fermentation des espéces d’Acacia a été également notée par d’autres études (Bensalem et
al., 2002; Rubanza et al., 2005; Bouazaa, 2014; Chentli, 2015). Cette faible production
pourrait étre attribuée a la teneur élevée en fibres et/ou a leur faible digestibilité (Longo et

al.,2012). En effet, la fraction pariétale (NDF, ADL) est corrélée négativement avec la
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production de gaz (fig.17). L’effet négatif du contenu fibreux des aliments sur la production
de gaz a été rapporté par plusieurs recherches (Njida et Nasiru, 2010; Abdallah Hassan
Sallam et al., 2010). De méme, les matieres azotées totales sont liées négativement avec le
processus de la production de gaz in vitro (fig. 17). Ceci est di au fait que la production de
gaz résultant de la fermentation des protéines est relativement faible par rapport aux glucides
(Al-Sogeer, 2008).

Les faibles valeurs de la production de gaz enregistrées chez les espéces d’Acacia notamment
A. dealbata, substrat ayant la teneur la plus élevée en TT déterminée par méthode chimique
peuvent s’expliquer par les effets antinutritionnels des tanins. Effectivement, les tanins
peuvent se lier aux glucides et inhiber leur dégradation réduisant ainsi la production de gaz
(Bhatta et al., 2009; Njida et Nasiru, 2010; Abdallah Hassan Sallam et al., 2010; Rodriguez et
al., 2014). Les tanins condensés montrent un effet corrélatif négatif avec la production de gaz
(fig.17).
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Tableau 11. Effets du polyéthyléne glycol sur les paramétres fermentaires.

Arbustes Sous-produits Arbustes Sous-produits

Ahorrida _ A.cyanophylla  A.dealbata _ A.pycnantha _ C.scolymus _ P.granatum _ P.dactilyfera Ahorrida _ A.cyanophylla A.dealbata _ A.pycnantha  C.scolymus  P.granatum _ P.dactilyfera

az(mlig — 545° 61.1° 29.6° 60.9° 159.8° 73.6° 70.2° 104.9° 86.0° 91.8° 72.5° 204.0° 83.9° 70.9° 502 <.0001
oM

NNRC 1897 1767%  18.12%° 20477 1852°  14.05°  17.97% 2240°  21.35® 2595 2745 1425  1490° 2037 228 00382
(Mg/100 ml)

AV)Gt(m'V"g 4968°  51.83™  37.33° 4800 7218  51.85°  44.15° 58.46°  54.38°  54.80° 5506  68.08°  57.85° 45.73° 242 0.0009

OoM

Acf/tate 33.05° 36.21° 24.67° 33.54° 48.82° 33.61° 30.25° 37.63° 38.62° 3548°  37.37° 46.24° 37.36° 31.40° 159 <0001
6

PmF:'/"”ate 1.7 10.80* 8.22°  9.77* 14.72*  11.49° 7.78° 14.06®  9.70* 11.92°  1126™  14.35*  12.80% 7.98° 155  0.1024
6

sutyrate 266" 2.53 2.47° 2.67° 4.82° 463" 3.57% 3.47° 3.17° 3.85 3.32° 4.23° 5.13 3.65% 092  0.0373
%

Isobutyrate .gg? 087° 0.80° 0.64° 1.26° 0.64° 0.95% 1.26° 0.84° 1.24° 1.07° 1.14°7 1.00° 1037 052 0.0046
%

valerate 0,477 05° 0.38° 0.41° 1.22° 0.57° 0.43° 0.72° 0.77° 085>  067°  1.08% 059 049° 036  <0.0001
%

'S°Vj'efate 0.89° 0.88° 0.77° 0.94° 1.32° 0.89° 1.14° 1.29° 1.27° 1.42° 1.34° 1.02° 0.95% 117° 052 0.0032
%

€, 2.82 3.35 3.00 3.43 3.32 2.93 3.89 2.68 3.98 2.98 3.32 3.22 2.92 3.93

N-NHs: Azote ammoniacal, AGVt: Acides gras volatils totaux, C,:Cs: Acétate: Propionate.
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MAT: Matiéres azotees totales, NDF: Neutral detergent fiber, ADF: Acid detergent fiber, ADL: Acid detergent
lignin, TP: Phénols totaux, TT: Tanins totaux, TCT: Tanins condensés totaux, GP: Production de gaz, CHy,:
Méthane, AGV: Acides gras volatils, C,: Acétate, Cs: Propionate, C,: Butyrate, C,: C3: Acétate : Propionate.

Figure 17.Corrélation entre les constituants nutritifs, les composés phénoliques et les
différents parametres de fermentation in vitro en absence du polyéthyléne glycol

En présence du PEG, la production de gaz la plus élevée est enregistrée chez A. dealbata et la
plus basse est notée dans les feuilles du palmier dattier (70,96 ml/g OM). De nombreuses
études ont rapporté que I’inclusion du PEG a augmenté la production de gaz in vitro de la
plupart des aliments riches en tanins (Rubanza et al., 2005; Singh et al., 2005; Osuga et al.,
2007; Calabro et al., 2011). L’augmentation de la production de gaz aprés inclusion du PEG
signifie que les tanins ont réduit la digestibilité des aliments dans le rumen (Makkar et al.,
1995; McSweeneyet al., 2001).

L’effet biologique des tanins mesuré comme étant I’augmentation de la production de gaz
apres leur neutralisation par I’inclusion du PEG est plus prononcé pour A. dealbata (210,16%)
suivie par A. horrida (92,5%), A. cyanophylla (40,7%) et A. pycnantha (19,0%) (fig. 18).
L’augmentation en pourcentage de la production de gaz en raison de l'addition de l'agent
complexant des tanins représente I'effet quantitatif des tanins; plus le pourcentage
d'augmentation de la production de gaz est éleve, plus I'effet est plus important (Ali et al.,

2016). L’augmentation de la production de gaz aprés inclusion du PEG est due a une
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augmentation de la disponibilitt des nutriments nécessaires a la croissance des
microorganismes du rumen notamment ’azote conduisant ainsi & une fermentation accrue et
par conséquent une production de gaz plus élevee. De plus, I'inactivation des tanins supprime
I’inhibition éventuelle de l'activité microbienne, car les tanins sont connus par avoir une

activité antimicrobienne directe (McSweeney et al., 2001).

Le faible volume de gaz produit lors de la fermentation d’A. dealbata considérablement
augmenté lorsque l'effet des tanins a été neutralisé peut étre principalement dd a la
concentration élevée des tanins (Rodriguez et al., 2014). En effet, les facteurs
antinutritionnels (TT) sont corrélés positivement avec 1’augmentation de la production de gaz
(fig. 20). Ces résultats concordent avec les travaux de Getachew, (2002), Makkar, (2003),
Alonso-Diaz et al.,(2009) et Rodriguez et al., (2010). En revanche de nombreuses études ont
rapportés des corrélations positives entre I’activité biologique (mesurée comme étant I'effet du
PEG sur la production de gaz) et les concentrations en tanins condensés (Ali et al., 2016;
Alvarez del Pinoet al., 2005). D’autres auteurs n’ont enregistré aucune corrélation entre
I’activité biologique et les facteurs antinutritionnels (Khazaal et @rskov, 1994; Mlambo et al.,
2009). Ces différences semblent avoir une relation avec les substrats etudiés ainsi qu’aux

techniques analytiques et des standards utilisés (Makkar, 2003).

Cependant I’effet biologique des tanins ne dépend pas uniquement de leur concentration mais
aussi de leur nature et leur structure chimique (Jones et Palmer 2000; Bueno et al., 2008).
De nombreuses études ont signalé qu’a la méme concentration, les tanins de différentes

sources montrent des effets biologiques différents (Appel et al., 2001; Andrabi et al., 2005).

Dans les sous-produits, 1’activité biologique des tanins la plus élevée est notée pour les tiges
de C. scolymus (27,6%) suivi d’écorce de P. granatum (13,8%). Cependant, I’inclusion du
PEG n’a pas entrainé une augmentation de la production de gaz chez les feuilles du palmier
dattier (1%) (fig. 19), suggérant que les tanins présents dans ces derniéres ont une activité

biologique faible (Guerrero et al., 2012).
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Figure 18. Profil de production de gaz (ml/g OM) des arbustes en absence et en présence du polyéthyléne glycol
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Figure 19. Profil de production de gaz (ml/g OM) des sous-produits en absence et en présence du polyéthylene glycol
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MAT: Matieres azotées totales, NDF: Neutral detergent fiber, ADF: Acid detergent fiber, ADL: Acid detergent
lignin, TP: Phénols totaux, TT: Tanins totaux, TCT: Tanins condensés totaux, GP: Production de gaz, CHy:
Méthane, AGV: Acides gras volatils, C,: Acétate, Cs: Propionate, C,: Butyrate, C,: Cs: Acétate : Propionate.

Figure 20. Corrélation entre les constituants nutritifs, les composés phénoliques et les
différents paramétres de fermentation in vitro en présence du polyéthyléne glycol

3.1.3. Effet des tanins sur la production de méthane

Le méthane est essentiellement produit dans le rumen des ruminants, par la
fermentation microbienne des glucides de la ration. Les composeés cellulosiques, I’amidon des
fourrages et des concentrés sont dégradés en acides gras volatils (acétate, propionate,
butyrate), qui sont les nutriments énergétiques majeurs des ruminants. Cette dégradation
s’accompagne d’une production d’hydrogeéne. Cet hydrogene est converti en méthane (Hook
et al., 2010). Beaucoup d’études ont démontré que les plantes contenant des tanins réduisent
la méthanogénése ruminale (Carulla et al., 2005; Puchala et al., 2005; Tavendale et al., 2005).
Dans notre étude, I’effet des tanins sur la production de méthane a été mesurée par
I’incubation de nos substrats avec et sans PEG, 1’augmentation de la production de méthane
suite a I’inactivation des tanins par [’inclusion du PEG représente leur effet

antiméthanogénique.

L'effet du PEG sur la production de CHy, est présenté dans la figure 21. 1l en ressort que le
PEG a influencé la production de méthane differemment selon les substrats. Cependant, ces
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différences sont statistiquement comparables (P> 0,05). L’augmentation de la production de
CHy, la plus élevée est observée chez A. pycnantha (54,5%). Cela signifie que leurs tanins sont
les plus efficaces dans la réduction de la production de méthane. En se liant aux protéines et
aux glucides, les tanins peuvent diminuer la méthanogénése en limitant 1’utilisation des
nutriments dans le rumen (McAllister et al., 1994; Makkar et al., 1995; Jayanegara et al.,
2012).

En contrepartie, aucune augmentation de la production de méthane en présence du PEG n’a
été enregistrée pour C. scolymus et A. horrida, signifiant que leur tanins n’ont aucun effet sur
la production de méthane. Des résultats similaires ont été rapportés par De Oliveira et
al.,(2007) et Beauchemin et al., (2007). Cet effet est principalement indépendant des
concentrations en tanins .Ces résultats ne concordent pas avec ceux notés par Rira et al.,
(2015). Ces auteurs ont rapporté que la production de CH,4 a été réduite de 37,5% et 56,25%
avec l'incorporation de 30% et 60%tanins d'A. Cyanophylla. Dans notre étude, il apparait que
la structure des tanins est plus responsable de leur activité biologique que leur concentration
(Arhab et al., 2009; Rodriguez et al., 2014). Cette observation a été corroborée par le résultat
obtenu pour A. horrida (-3,84%). Ce substrat a la teneur la plus élevée en tanins condensés
mais n'a eu aucun effet sur la production de CH,. Ces observations sont cohérentes avec celles
enregistrées par Bhatta et al. (2012) qui ont noté que Terminalia chebula contenant la teneur
la plus élevée en TT, a présenté un pouvoir suppressif de la production de méthane le plus
faible.

[ En absence du PEG
I En présence du PEG
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Production du Méthane (ml/g MO)

A.horrida A.cyanophylla A.dealbata A.pycnantha C. scolymus P. granatum P. dactilyfera

Figure 21. Effet du polyéthylene glycol sur la production de méthane (ml/g OM)
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L’analyse en composantes principales en présence du PEG a confirmé le role de la structure
dans la réactivité des tanins condensés; aucun effet corrélatif n’a été enregistré entre la teneur
en TC et la production de méthane tandis que des corrélations positives ont été enregistrées

avec les phénols totaux et les tanins totaux (fig.20).

D'autres composants alimentaires tels que la fraction fibreuse, peut contribuer & expliquer la
production de méthane. Une teneur élevée en composes fibreux et/ou leur faible digestibilité
peut limiter la production de méthane. L’ ACP montre que la fraction pariétale (NDF, ADL)

exerce un effet corrélatif négatif sur la production de méthane (fig. 17).

Les tanins agissent par deux mécanismes pour réduire la production de CHgpar les ruminants:
(i) indirectement par une réduction de la digestion des fibres, ce qui diminue la production de
Hy; et (ii) directement par inhibition de la croissance des méthanogénes (Wanapat et al.,
2013). Dans la présente étude, la réduction de la production de CHgenregistréepour les
différents arbustes: A. pycnantha, A. dealbata, A. cyanophylla et les sous- produits peut étre
associée a ’action toxique des tanins sur les méthanogenes, en particulier les Archaea, qui
utilisent le H, présent dans le rumen pour réduire le CO, en CHy, (Pifieiro-Vazquez et al.,
2015) ou a la défaunation des protozoaires qui vivent en symbiose avec ces Archaea (Puchala
etal, 2012).

Des changements dans la production de CH4 se produisent généralement avec une
modification du profil des AGV ; une augmentation de la concentration d'acide propionique
entraine des émissions de CH4 plus faibles car la formation d’acide propionique est
consommatrice d’hydrogéne (Hales et al., 2014) tandis que la synthése de I'acide acétique et
I’acide butyrique favorise la production de H, qui sert a réduire le CO, en CH, (Kennedy et
Charmley, 2012). Effectivement, la production de méthane est liée a celle de 1’acide acétique
et I’acide butyrique. En revanche, il est important de signaler qu’elle est également corrélée a

celle de propionate (fig. 17). Cette situation est différente de celle observée en littérature.
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3.1.4. Effet des tanins sur les parametres fermentaires
3.1.4.1. Production de I’azote ammoniacal

La dégradation des protéines alimentaires dans le rumen est assurée par la population
microbienne protéolytique et aboutit a la formation d’ammoniac. Cet ammoniac est ensuite
utilisé par les bactéries pour la synthese de leurs propres protéines microbiennes. L'effet du
PEG sur la production de 1’azote ammoniacal (N-NH3) aprés 24h d’incubation est résumé
dans le tableau 11. A I’exception de C. scolymus, des augmentations de la production de N-
NHj3 sont observées suite a 1’inclusion du PEG (p= 0.0382). L’augmentation la plus €levée est

notée pour A. dealbata (43,2%) et la plus faible pour 1’écorce de grenade (6,0%).

L’augmentation de la production de N-NHzdans les batchs contenant du PEG montre que les
tanins ont réduit la concentration de ce dernier. L’ effet négatif des tanins sur la production de
N-NH; a été bien documenté dans la littérature, aussi bien in vitro qu’in vivo (Min et al.,
2005; Bauchemain et al., 2007; Gurbuz et al., 2009; Min et al., 2012; Bhatta et al., 2015). La
réduction de la production de N-NH; est probablement attribuée a la formation des complexes
tanins- protéines, ces complexes préviennent la dégradation ruminale de I'azote et diminuent
sa perte sous forme d’ammoniac (Rodriguez et al., 2014). Les tanins sont caractérisés par leur
capacité de se lier aux protéines. Cette propriété est principalement due a la présence d'un
grand nombre de groupements hydroxyles (Martinez et al., 2004; Shimada, 2006). Dans le
rumen, ou des conditions de pH neutre sont dominantes, les protéines ne peuvent pas étre
scindées de ces liaisons, elles ne sont donc pas dégradées par les micro-organismes, Dans la
caillette ou le pH est acide (2-3), certaines liaisons tanins-protéines sont rompues et les
protéines sont donc dégradées en acides aminés puis absorbées dans l'intestin (Pifieiro-
Véazquez et al., 2015). Dans notre étude, les facteurs antinutritionnels (TT) sont liés

négativement avec la production d’ammoniac (fig.20).

Aucune augmentation de la production de N-NHsen présence de PEG n’a été enregistrée pour
C. scolymus, ce résultat peut s’expliquer par la teneur faible en tanins condensés de ce
substrat. D’apres la littérature les TC sont plus efficaces dans la formation des complexes

tanins-protéines.

La réduction de la concentration de N-NHj3 par les tanins peut étre due non seulement a un
faible taux de la dégradation des protéines, mais également a une consommation de N-NH3

pour la synthése des protéines microbiennes (Niderkorn et al., 2012). Cette synthese est liée
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positivement a deux facteurs principaux, la teneur en matieres azotées dégradables et

I’énergie produite par la fermentation des glucides (sous forme d’ATP).

De plus, les tanins peuvent réduire la production d'ammoniac ruminal en inhibant I’activité
des bactéries et/ou des enzymes protéolytiques ruminales (Makkar, 2003; Patra et Saxena,
2010; Hao et al., 2011). Molan et al., (2001) ont démontré que les TC de Lotus corniculatus
et Lotus pedunculatus ont inhibé la croissance de cing souches de bactéries protéolytiques du
rumen in vitro. Nsahlalai et al., (2011) ont rapporté que les tanins d'Acacia sieberiana et
d'Acacia nilotica ont diminué la digestibilité des protéines dans le rumen en affectant I'activité

des enzymes protéolytiques.
3.1.4.2. Production des acides gras volatils

La dégradation des glucides solubles et structuraux par le microbiote ruminal en
anaérobiose aboutit a la formation des acides gras volatils (AGV), et engendre la production
de biogaz le méthane et le dioxyde de carbone (Pifieiro-Vazquez et al., 2015). Les acides gras
volatils provenant de cette dégradation représentent la principale source d’énergie pour les
ruminants, ils fournissent environ 60 a 75 % de l'approvisionnement énergétique pour
I’animal (Durand, 1982; Jouany, 1994).

L'impact du PEG sur la production des acides gras volatils totaux et individuels est montré
dans le tableau 11. Cet effet est statistiquement significatif (P <0,001). L'augmentation de la
production des acides gras volatils totaux dans les incubations renfermant du PEG la plus
élevée est observée chez A. dealbata (58,4%) et la plus faible chez les feuilles du palmier
dattier (3,57%).

L’effet négatif des tanins sur la production des AGV totaux, exprimé par I’augmentation de
leur concentration en présence du PEG, est similaire aux résultats rapportés par Tiemann et
al., (2008), Bhatta et al., (2012) et Rodriguez et al., (2014). L’ ACP montre un effet corrélatif
positif des tanins totaux vis-a-vis de la production des AGV totaux (fig. 20).

En outre, la diminution de la concentration des AGV totaux peut étre également attribuée au
contenu fibreux élevé des substrats. En effet, un effet corrélatif négatif des composés fibreux

a été enregistré vis-a-vis la production des AGV totaux (fig.17).

Quant aux acides gras volatils individuels, il ressort du tableau qu’a l'exception de C.

scolymus, le PEG affecte la production d'acétate (P <0,0001). La plus forte augmentation
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suite & son inclusion est enregistrée chez A. dealbata (43,8%) et la plus faible chez les palmes
séches (3,8%). De méme, le PEG influence la production de propionate, les augmentations les
plus élevees sont enregistrées chez A. horrida, A. dealbataet A. pycnantha. Malgre cela, cet
effet n'est pas statistiquement significatif (P>0,05). Cependant, l'impact du PEG est
significativement différent pour la production de butyrate et de valérate (P <0.05).

Selon Cieslaket al., (2012), la formation des AGV dépend des substrats disponibles dans le
rumen, les hydrates de carbone fibreux favorisent la production de 1’acide acétique alors que
les hydrates de carbone facilement digestibles, tels que I'amidon favorisent la production de

’acide propionique.

L’effet des tanins sur la production des AGV totaux et d’acétate a eu une méme tendance, la
réduction la plus élevée des deux parametres est notée pour A. dealbata et la plus faible pour

les palmes séches. Cependant aucune réduction n’a été enregistrée pour C. scolymus.

L’effet inhibiteur des tanins sur la dégradation des fibres a entrainé une réduction de la
production des AGV totaux et a modifié le profil d’AGV de 1’acétate et par conséquent a
conduit a une baisse de la production d'hydrogene et une diminution de la production de
méthane (Bhatta et al., 2012). Ceci a été confirmé par les corrélations négatives entre les
tanins condensés et la production des AGV totaux d’un cOté et par les corrélations positives

entre la production des AGV, I’acétate et le méthane d’un autre coté (fig. 20).

En contrepartie, la formation de propionate constitue une autre voie d’élimination
d’hydrogene dans le rumen, elle peut étre considérée comme voie concurrentielle pour la
production du CH4 (Moss et al., 2000), I’augmentation des concentrations de méthane est
souvent associée a une diminution de celles de propionate et vice versa. Cependant dans notre
étude, les tanins ont réduit la production d’acétate, de méthane et celle de propionate. De plus
les tanins n’ont eu aucun effet sur le rapport C,: Cs. Ces résultats ne concordent pas avec
Bhatta et al., (2009) Rira et al., (2015). Ces auteurs ont noté une augmentation de la
concentration de propionate suite a une supplémentation en TC. Cependant des résultats

similaires ont été notés par Paengkoum et al., (2015).
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3.2. Effets des tanins purifiés d'Acacia horrida sur la fermentation in vitro

L’essai biologique de la production de gaz in vitro couplé au PEG nous a mené a
sélectionner Acacia horrida comme substrat ayant 1’activité biologique la plus élevée.
Cependant, a I’exception de gaz, les TC purifiés de ce substrat n’ont montré aucun effet sur

les différents parameétres de fermentation.

L’essai biologique de la production de gaz in vitro couplé au PEG est une méthode permettant
de mesurer ’activité biologique des tanins et ne fournit pas d’informations sur les effets des
autres composes phénoliques qui ne sont pas liés par le PEG, il est probable que ces composés
aient contribué a I’effet biologique des tanins et donc il est possible qu’il y’ait une synergie
entre les tanins et ces composés. Pour cette raison, il est possible que la supplémentation des
tanins condensés purifiés seuls aux fourrages n’a pas eu d’effets sur la fermentation ruminale.
Il est également possible, que la variation de la réponse des tanins entre les deux essais soit

due a une variation de la composition de la liqueur ruminale échantillonnée dans chaque essai.

En outre, il est évident que les effets des TC ne sont pas uniquement liés a leur concentration,
effectivement la supplémentation en TC d’A. horrida au foin de luzerne et a la paille d’orge a
des concentrations similaires a celles rapportées par la littérature n’ont pas conduit aux
mémes effets. Il a été conclu que Dactivité biologique des tanins dépend aussi de leur

structure et de leur poids moléculaire (Cudjoe et Mlambo, 2014).

Etant donné que, la structure et le poids moléculaire de nos tanins purifiés n’ont pas été
déterminés au cours de la présente étude, nous avons tenté de comparer nos résultats avec
d’autres études afin de pouvoir prédire la structure de nos tanins condensés et par conséquent

élucider les détails structurels responsables de leurs effets.

Les effets des tanins purifiés d'A. horrida incubés avec deux fourrages différents: le foin de
luzerne et la paille d'orge a trois concentrations différentes: 50, 100 et 150 mg/g MS sur les
parameétres de fermentation sont représentés dans le tableau 12. Les résultats indiquent que les
tanins purifiés d'A. horrida n’ont eu aucun effet sur les parametres de fermentation sauf sur la
production de gaz. Ce paramétre a diminué avec toutes les concentrations de tanins purifiés
comparativement au témoin. La diminution la plus élevee est observée pour la dose (50 mg/g
de MS).
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3.2.1. Production de I’azote ammoniacal

La supplémentation en extrait purifié de tanins condensés d’Acacia horrida aux
fourrages (le foin de luzerne et la paille d’orge) n’a pas réussi a réduire la production
d’ammoniac pour les trois doses utilisées (50, 100,150 mg/kg). Une réduction de la
production d’ammoniac était attendue, au niveau de supplémentation de TC de 50mg/kg en
s’appuyant sur 1’étude de Hassanat et Benchaar, (2013). Ces auteurs ont étudié I'effet des
tanins purifiés d'Acacia mearnsii a 20, 50 et 100 mg/g MS et ont signalé une réduction de la
production d’ammoniac a une concentration >50 mg/g. La réduction de la production
d’ammoniac est principalement due a la formation des complexes tanins-protéines. Ces
complexes provoquent la précipitation des protéines et diminuent leur dégradation sous forme
d’ammoniac (Mueller and Harvey, 2006; Patra et Saxena, 2011; Bhatta et al., 2015).

De nombreuses études ont démontré que la précipitation des protéines est interdépendante de
la structure des tanins et des protéines (McSweeney et al., 2005; Zeller et al., 2015). Selon
Makkar, (1990), la capacité des tanins condenseés a précipiter les protéines dépend du degré de
polymérisation (DP). En effet Saminthan, (2014), Hatew et al., (2016), Hyen et al., (2016) ont
rapporté des corrélations négatives entre le DP et la production de N-NHs;. Les mémes auteurs
ont constaté que les tanins constitués essentiellement d’unités de prodelphinidines ont été plus
efficaces dans la réduction de la dégradation des protéines, car les prodelphinindines
possedent des sites de liaisons d’hydrogeénes plus nombreux que les procyanidines et donc
leur affinité pour les protéines est plus élevée. Les travaux de Harbertson et al., (2014) et
Zeller et al., (2015), conduits in vitro, ont également confirmé que la précipitation des

protéines a augmenté avec 1’augmentation du DP.

De plus, il a été révéle a travers les études que les tanins condensés possédant un poids
moléculaire élevé ont présenté des affinités de liaison aux protéines plus fortes que ceux ayant
un PM faible (Huang et al., 2010; Samithan et al., 2014). Ces résultats suggérent que les TC a
PM élevé forment facilement avec les protéines des complexes insolubles non digérés dans le
rumen et par conséquent diminuent la production d’ammoniac. Sur la base des résultats de ces
études et des résultats enregistrés pour le parametre ammoniac, nous suggérons que nos tanins

purifiés pourraient étre constitués d’unités de procyanidines et auraient un PM et Dp faibles.
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Tableau 12. Effets des tanins purifiés d’Acacia horrida sur les parametres fermentaires.

Dose en tanins purifiés (mg/g MS)

Dose en tanins purifiés (mg/g MS)

0 50 100 150 0 50 100 150
Gaz 479.10° 21.17* 166.85° 327.52° 5.03 0.9704 350.50* 67.62° 172.65° 280.07° 5.46 0.9993
(ml/g OM)
CH, 31.03% 37.41* 3590° 41.64° 2.80 0.2912 27.94%  29.28% 31.60°  32.05° 2.63 0.9130
(ml/g OM)
N-NH; 23.67° 25.52*  27.21° 26.25° 2.33 0.9168 18.10*  19.72®* 19.59°  21.82° 2.23 0.8854
(mg/100 ml)
AGVt 68.24° 69.04% 70.52°% 68.09% 2.61 0.9164 51.81* 52.66° 5155 50.19% 3.42 0.9976
(mM/g OM)
Acétate (%0) 44.49°  44.98°  4592°  44.49° 2.34 0.9600 33.87% 34.48 33.64*° 32.99° 2.86 0.9988
Propionate(%o) 13.46° 13.65° 13.98° 13.53° 0.91 0.6037 10.00° 10.01° 9.74° 9.73% 1.33 0.9951
Butyrate (%) 6.09° 6.23° 6.42° 6.17 1.04 0.9631 5.00° 5.08* 4.97° 5.00°% 1.23 0.9995
Isobutyrate(%o) 1.31° 1.22° 1.20° 1.12° 0.30 0.1142 0.92¢ 0.96° 1.01° 0.95° 0.37 0.9188
Valérate (%) 1.20° 1.22° 1.25° 1.11° 0.48 0.9456 0.72° 0.76° 0.74% 0.69% 0.43 0.9831
Isovalérate (%) 1.66° 1.71° 1.73° 1.65° 0.47 0.9878 1.28° 1.36° 1.43° 1.24° 0.55 0.9209
C,:Cs 3.31 3.29 3.28 3.29 3.38 3.44 3.45 3.39

CHy,: Méthane, AGVt: Acides gras volatils totaux, C,: C3: Acétate: Propionate.
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3.2.2. Production de méthane et des acides gras volatils

L’ajout des TC d’A. horrida aux fourrages (foin de luzerne et paille d’orge) a trois
concentrations différentes (50, 100,150 mg/kg MS) n’a pas réduit la production de méthane et
la concentration des AGV, contrairement aux travaux de Tiemann et al.,(2008), Rira et al.,
(2015), Hassanat et Benchaar, (2013) qui ont rapporté des réductions de la concentration des
deux parameétres a des concentrations similaires. Selon Huang et al., (2010) et Tan et al.,
(2011), les effets des tanins sur la production de méthane et des AGV peuvent apparaitre a des
concentrations de 20 mg/g MS et de 10 mg/g MS, respectivement. Cependant, Jayanegara et
al., (2012) dans une méta-analyse a révélé que les effets des tanins ne peuvent étre attendus
qu'a partir d'une concentration> 20 mg/g de MS. La divergence entre les études suggere que,
plus de la concentration, les effets des TC pourraient étre liés a leurs structures chimiques
(Aerts et al., 1999) et a leurs poids moléculaires (Patra et Saxena, 2010).

Il a été également signalé que les effets des TC sur la production et la composition des AGV
varient selon la source des TC (Beauchemin et al., 2007; Bueno et al., 2008; Hassanat et
Benchaar, 2013).

De nombreuses études ont démontré que le poids moléculaire des TC a un effet direct sur la
production de méthane, les travaux de Huang et al., (2011) et de Saminthan et al., (2014) ont
noté que les fractions purifiées avec poids moléculaire élevé ont entrainé la diminution de la
production de méthane la plus forte. Ces résultats peuvent nous laisse supposer que nos tanins

purifiés ont un poids moléculaire faible.

De plus, les propriétés structurelles chimiques telles que la taille du polymere (ou degré de
polymérisation), le pourcentage de prodelphinidines des TC semblent avoir des effets
importants sur D’activité animéthanogénique. Hatew et al., (2016) ont rapportés des
différences significatives de l'activité antiméthanogénique entre les extraits de TC ayant des
tailles de polymeres différentes, Hyen et al.,(2016), ont également enregistré une corrélation
négative entre le DP et la production de méthane. Tavendale et al., (2005) ont constaté que
les polymeres de TC ayant une valeur de DP de 4 a 13 ont completement inhibé la production
de méthane, tandis que les oligomeres de TC avec des valeurs de DP del a 7 n'ont eu aucun
effet inhibiteur. La taille des polymeéres peut avoir affecté la capacité des tanins a interagir
avec les fibres et les protéines alimentaires ou les cellules microbiennes. Similairement aux

résultats enregistrés pour I’ammoniac, ces données suggerent que nos tanins ont un DP faible.
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En revanche, dans une étude récente, Naumman et al., (2018) n’ont pas enregistré une
corrélation entre la structure des TC (ratios procyanidines /prodelphinidines: PC/ PD ou cis
/trans et ampleur de la galloylation) et la production de méthane mais plutét une forte
corrélation entre I’inhibition de la production de méthane et I’activité antioxydante des TC

contenant des procyanidines et des prodelphinidines.
3.2.3. Production de gaz

Contrairement aux résultats des parametres étudiés, une diminution de la production
de gaz a été enregistrée suite a la supplémentation en TC d’A. horrida au foin de luzerne et a
la paille d’orge a trois concentrations différentes. La diminution la plus élevée a eté
enregistrée pour la dose (50 mg/g MS). La diminution de la production de gaz pourrait étre
due a une diminution de la dégradation des fibres causée par la formation des complexes
tanins-lignocellulose, qui a leur tour empéchent la fermentation microbienne, ou par
I’inhibition directe des microorganismes cellulolytiques ou une combinaison des deux
(McSweeney et al., 2001). Le résultat enregistré dans notre étude est en accord avec celui
noté par Hassanat et Benchaar, (2013), ces auteurs ont rapporté que les TC d’Acacia meransii

ont réduit la production de gaz a une concentration > 50 mg/ g MS.
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L’objectif principal de ce travail de thése est de mettre en évidence le pouvoir des
tanins a enrober les protéines alimentaires composant les rations des ruminants. L’enrobage
moléculaire permet de protéger les protéines de la degradation microbienne dans le rumen et
d’augmenter leur flux vers I’intestin et de ce fait il constitue une voie d’amélioration de la
production animale. Dans cette optique, sept substrats riches en tanins ont été sélectionnés
quatre arbustes du genre Acacia : Acacia dealbata, Acacia horrida, Acacia cyanophylla et
Acacia pycnantha, et trois sous-produits: les feuilles du palmier dattier (Phoenix dactylifera),
tiges d'artichaut (Cynara scolymus) et 1’écorce de grenade (Punica granatum). Les substrats
sont caracterisés par leurs teneurs en macronutriments (matiére séche, cendres, protéines
brutes, cellulose, hémicelluloses et lignine) et en composés phénoliques (phénols totaux,
tanins totaux, tanins condensés). L’activité biologique des tanins a été déterminée par la
technique de la production de gaz in vitro couplée a un agent chélateur, le polyéthyléne glycol
(PEG, PM= 4000 Da). Apres ce screening, les tanins condensés purifiés du substrat ayant
I'activité biologique la plus élevée sont extraits et purifiés par chromatographie sur colonne de
Sephadex LH-20 et leur effets sur les différents parametres de fermentation ruminale sont
étudies.

Les analyses chimiques révelent que les arbustes renferment des teneurs relativement
élevées en matieres azotées totales, supérieures au taux de 8%, suggéré comme concentration
requise chez les ruminants pour soutenir une activité microbienne optimale. Ainsi ils peuvent
étre utilisés comme suppléments protéiques pour ruminants nourris avec des fourrages de
mauvaise qualité en particulier pendant la saison seche. Cependant, des teneurs relativement
faibles ont été enregistrées pour les sous-produits. En ce qui concerne les constituants de la
paroi cellulaire, les substrats étudiés contiennent des concentrations modérés en paroi totale.
Les teneurs enregistrées sont inférieures au seuil de 600g/kg MS, au-dela duquel la
consommation de la matiere seche est diminuée. Cependant, cette relation ne tient pas
toujours, parce que la digestibilité de la paroi cellulaire dépend beaucoup plus du degré de
lignification. Il est a signaler que tous les substrats étudies renferment des teneurs modérées
en lignine.

L’analyse quantitative des composés phénoliques montre que tous les substrats sont riches
en phénols totaux et en tanins totaux. Les teneurs en TC varient entre 120,5 et 680,4 g/kg MS
dans les arbustes et entre 23,1 et 170,4 g/kg MS dans les sous-produits. Les teneurs élevées
des arbustes et des palmes séches en TC peuvent présenter un avantage nutritionnel aux
ruminants. En effet, les TC peuvent agir avec les protéines en formant des complexes

insolubles dans les conditions ruminales, ce qui protégerait I'azote de la dégradation ruminale

85



Conclusion générale et Perspectives

et qui pourra étre par la suite digéré dans I’intestin. Par contre, l'utilisation potentielle de ces
substrats comme suppléments dans le régime des ruminants nécessite 1’évaluation de leur
I'activité biologique car les TC sont des facteurs antinutritionnels qui peuvent avoir des effets
négatifs sur la digestibilité des aliments.

Les résultats de la production de gaz in vitro montrent que I’effet biologique des tanins
mesuré comme €tant 1’augmentation de la production de gaz aprés leur neutralisation par le
PEG était plus prononcé pour les especes d’Acacia renfermant les concentrations en tanins les
plus élevées. En effet, les facteurs antinutritionnels (TT) sont corrélés positivement avec
I’augmentation de la production de gaz. Pour les sous-produits, le PEG n’a pas augment¢ la
production de gaz dans les palmes seches suggérant ainsi que les tanins présents dans ces
dernieres ont une activité biologique. L’effet des tanins sur la production de méthane a été
également mesuré en présence et en absence du PEG. Les résultats révélent que les tanins
influencent la production de méthane différemment selon les substrats. Des réductions de la
production de méthane ont été notées pour les différents substrats cependant aucun effet n’a
été enregistré pour I’espéce A. horrida malgré le fait que ce substrat contient la teneur la plus
élevée en TC. Ce résultat indique que la structure des tanins est plus responsable de leur
activité biologique que leur concentration. L’analyse en composantes principales en présence
du PEG a confirmé le role de la structure dans la réactivité des tanins condensés, aucun effet
corrélatif n’a été enregistré entre la teneur en TC et la production de méthane.

L’étude de I’effet des tanins sur les paramétres fermentaires en présence et en absence
du PEG montre que les tanins ont réduit la production d’ammoniac dans les différents
substrats. Cette réduction peut étre attribuée a la formation des complexes tanins-protéines,
ces complexes préviennent la dégradation ruminale d'azote et diminuent sa perte sous forme
d’ammoniac. De méme, les tanins ont affecté négativement la production des AGV totaux et
individuels. Ils ont réduit la production d’acétate et celle de propionate, cependant, ils n’ont
eu aucun effet sur le rapport C;: Cs.

Les résultats du screening (premiere partie) font ressortir que 1’espéce A. horrida est le
substrat ayant 1’activité biologique la plus élevee. Ainsi, ses tanins condensés ont été extraits
puis purifiés par chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20.

L’incubation des tanins condensés purifiés avec deux fourrages différents : le foin de
luzerne et la paille d'orge a trois concentrations différentes: 50, 100 et 150 mg/g MS n’ont eu
aucun effet sur les différents paramétres de fermentation sauf sur la production de gaz. Ce
parameétre a diminué avec toutes les concentrations de tanins purifiés comparativement au

témoin. La diminution la plus élevée a ete observée pour la dose (50 mg/g de MS). Les TC
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d’A. horrida ont été ajoutés aux fourrages a des concentrations similaires a celles rapportées
par la littérature, cependant, ils n’ont pas conduit aux mémes effets. Il a été conclu que les
effets des tanins peuvent étre davantage liés a leur structure et a leur poids moléculaire qu'a
leur concentration. De ce fait, Il serait intéressant de compléter ce travail par la détermination
de la structure chimique et le poids moléculaire de ces tanins en utilisant des techniques
avancées de la chimie analytique comme la spectrométrie de masse afin d’élucider la relation
structure-activité biologique. De plus, des études in vivo sur des animaux accoutumés doivent

étre menées pour évaluer les effets de ces tanins.
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Résumé

Les tanins sont des métabolites secondaires de haut poids moléculaire qui sont largement
distribués dans les plantes. Leur réle principal consiste a se défendre contre les herbivores
prédateurs et les microorganismes. lls ont divers effets sur les systemes biologiques: ce sont
des antioxydants biologiques, des chélateurs d’ions et des agents précipitants des protéines.
Dans la nutrition des ruminants, les tanins peuvent diminuer la dégradation des protéines
alimentaires et augmenter leur absorption intestinale via leur enrobage moléculaire. C’est
dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thése dont I’objectif est de mettre en évidence cette
voie biotechnologique via un ensemble de travaux expérimentaux: (i) sélection de substrats
autochtones et de sous-produits riches en tanins, (ii) caractérisation de leur composition en
macronutriments (matiéres minérales, azote et fibres) et en metabolites secondaires (phénols
totaux, tanins totaux, tanins condenses), (iii) évaluation de leur activité biologique par la
méthode de production de gaz in vitro couplé au polyéthylene glycol et (iv) étude des effets
des tanins condensés purifiés sur les paramétres de fermentation ruminale.

Une enquéte préliminaire a été menée et nous a permis de sélectionner sept substrats: quatre
arbustes du genre Acacia (Acacia dealbata, Acacia horrida, Acacia cyanophylla et Acacia
pycnantha) et trois sous-produits (les feuilles du palmier dattier, les tiges d'artichaut et
I’écorce de grenade). Tous les substrats présentent une teneur élevée en protéines brutes, a
I'exception des sous-produits (<100 g/kg de MS) et des concentrations modérées en
composants de la paroi cellulaire. La teneur en TC est comprise entre 120,5 et 680,4 g/kg de
MS chez les arbustes et entre 23,1 et 170,4 g/kg de MS chez les sous-produits. L’évaluation
de D’activité biologique des tanins brutes via la technique de polyéthyléne glycol montre que
I'ajout de ce dernier a augmenté le volume de gaz produit ainsi que la concentration des
différents parametres fermentaires (méthane (CH,), ammoniac (NH3) et les acides gras
volatils (AGV)) dans tous les fourrages. Les augmentations les plus élevées ont été
enregistrées pour l'espece Acacia horrida. De ce fait, cette espéce a été retenue et ses tanins
condenses ont été extraits et purifiés par chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20.

Les tanins purifiés d'A. horrida ont été incubés in vitro avec deux fourrages différents le foin
de luzerne et la paille d'orge a trois concentrations différentes: 50, 100, 150 mg/g MS. Les
résultats montrent que les tanins purifiés d'A. horrida n'ont eu aucun effet sur les parametres
de fermentation malgre sa teneur élevée en TC. Les effets des tanins d'A. horrida peuvent étre
fortement liés a leur structure et a leur poids moléculaire qu'a leur concentration. Pour cette
raison, il serait intéressant de compléter ce travail par la détermination de la structure et du
poids moléculaire de ces tanins et par 1’étude des interactions tanins-protéines. De plus, des
études in vivo sur des animaux accoutumés doivent étre menées pour évaluer les effets de ces
tanins.

Mots clés: Acacia, sous-produits, tanins condensés, purification, sephadex LH-20,
polyéthylene glycol, production de gaz in vitro, méthane, paramétres fermentaires.



Abstract

Tannins are secondary metabolites with high molecular weight which are widely distributed
in plants. Their main role is to defend against predatory herbivores and microorganisms. They
have various effects on biological systems: they are biological antioxidants, ion chelators and
protein precipitation agents. In ruminants nutrition, tannins can reduce the breakdown of food
proteins and increase their intestinal absorption via their molecular coating. It is in this
context that this thesis work falls, the objective is to highlight this biotechnological path
through a set of experimental works: (i) selection of native substrates and by-products rich in
tannins, (ii) determination of their composition in macronutrients (minerals, nitrogen and
fibers) and in secondary metabolites (total phenols, total tannins, condensed tannins), (iii)
evaluation of their biological activity by the in vitro gas production method coupled with
polyethylene glycol, (iv) study the effects of purified condensed tannins from the substrate
having the highest biological activity on the various ruminal fermentation parameters.

An investigation was carried out and allowed to select seven substrates: four shrubs of the
genus Acacia (Acacia dealbata, Acacia horrida, Acacia cyanophylla and Acacia pycnantha)
and three by-products (leaves of date palm, artichoke stems and pomegranate bark). All
substrates present high crude protein content, except by-products (<100 g/kg DM) and
moderate concentrations of cell wall components. The CT content is comprised between
120.5 and 680.4 g/kg DM in shrubs and between 23.1 and 170.4 g/kg DM in by-products. The
evaluation of the biological activity of crude tannins via the polyethylene glycol technigque
shows that its addition increased the volume of gas produced as well as the concentration of
the various fermentation parameters (methane (CH,), ammonia (NHz) and volatile fatty acids
(VFA)) in all forages. The highest increases were recorded for the species Acacia horrida.
Therefore, this species was retained and these condensed tannins were extracted and purified
by chromatography on a Sephadex LH-20 column.

Purified tannins from A. horrida were incubated in vitro with two different forages, alfalfa
hay and barley straw at three different concentrations: 50, 100, 150 mg/g DM. The results
show that the purified tannins of A. horrida have no effect on the fermentation parameters (P>
0.05) despite its high CT content. The effects of A. horrid tannins may be strongly related to
their structure and molecular weight more than to their concentration. For this reason, it
would be interesting to complete this work by determining the structure and molecular weight
of these tannins and by studying tannin-protein interactions. Moreover, in vivo studies in
habituated animals should be conducted to assess the effects of these tannins.

Keywords: Molecular coating, Acacia, by-products, Acacia horrida, purified tannins, in vitro
gas production.
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Annexes



Annexe 1

Composition des solutions NDS et ADS

1. Solution NDS (Neutral Detergent Solution)

Solutionl

-Peser 60 g de soduim dodecyl sulfate dans une fiole de 2 L.

-Ajouter 1 L d’eau distillée chaude.

-Ajouter 20 ml d’éther monoéthylique de 1’éthyléne glycol (C4H1005).
Solution 2

-Peser 13.6 g de tétraborate disodium décahydraté (NA,B;07.10H,0) dans un bécher de 500
ml.

-Ajouter 37.2 g d’éthyléne diamine tétra acétique disodique dihydraté (EDTA).

Solution 3

-Peser 9.12 g de Phosphate disodique anhydre (Na,HPQO,) dans un bécher de 500 ml.

-Ajouter de I’eau distillée chaude et agiter.

-Ajouter 22.98 g de Phosphate disodique dihydrté et agiter jusqu'a I’obtention d’une solution

transparente.

-Mélanger les solutions 2 et 3 a la solution 1, agiter et porter au trait de jauge le lendemain

avec de I’eau distillée. Le pH de la solution doit étre compris entre 6.9 et 7.1.

2. Solution ADS (Acid Detergent Solution)

-Remplir une fiole de 2 L d’eau distillée.

-Ajouter 55.4 ml de H,SO, concentré a 96%.

-Verser la quantité lentement par petites fractions dans une fiole préalablement placée dans un

¢vier rempli d’eau froide (mélanger entre les ajouts avec risque d’échauffement).

-Ajouter 40 g de CTAB (Cetyl Triméthylammonium Bromide) (C19H42BrN).

-Apres refroidissement complet, porter au trait de jauge avec de I’eau distillée et agiter.
Annexe 2

Composition et préparation de la salive artificielle




1. Solutions nécessaires

Solution de macrominéraux (g.s.p. 1000 ml)
-Na, HPO4. 5.7 g

-KH,PO4: 6.2 g

-MgS0,4.7H,0: 0.6 g

Solution de microminéraux (g.s.p. 100 ml)
-CaCl,.2H,0: 13.2 ¢

-MnCl;,.4H,0: 10.0 g

-CoCl,.6H,0:1.0 g

-FeCl,.6H,0: 8.0 g

Solution tampon (g.s.p. 1000 ml)

-NaHCOg: 35.0 g/l

- (NaH4) HCOs: 4 g

Solution indicateur du potentiel d’oxydoréduction (g.s.p. 100 ml)
-Résazurine (C12HsNO,): 0.1 ¢

Solution réductrice

-NaOH (1IN): 2 ml

-Na,S.9H,0: 258 mg

- H,O: 47.5 ml

2. Préparation

Les solutions sont mélangées dans I’ordre suivant : Eau distillée : 474.0 ml, la solution de
microminéraux : 0.12 ml, la solution tampon : 237.0 ml, la solution de macrominéraux : 237.0

ml, la solution de résazurine : 1.22 ml, la solution réductrice : 50 ml.

Le mélange de solutions est chauffé au bain marie a 39°C et barboté avec un flux continu de
CO; jusqu’a virage de sa couleur bleue en rose puis au transparent indiquant ainsi sa
réduction. A ce moment, le jus de rumen filtré est ajouté avec un rapport (1/3, v/v) avec la
salive artificielle. Un barbotage du milieu avec du CO, est maintenu pendant 15 min pour

garder une atmosphere anaérobie.



Annexe 3

Composition des solutions du dosage de ’azote ammoniacal (N-NH 3)

Solution A: 13 g d’hydroxyde de sodium (NaOH) et 4 g d’éthyléne diamine tétra acétique
disodique (EDTA) dissoutes dans 1000 ml d’eau distillée.

Solution B: 10 g de phénol et 0.057 g de nitroprussiate de sodium dissoutes dans 1000 ml

d’eau distillée.

Solution C: 5 g de NaOH et 10 ml de solution d'hypochlorite de sodium dissoutes dans 1000

ml d’eau distillée.

Annexe 4

Courbes étalon de I’azote ammonical (N-NH3)
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Annexe 5

Corrélations entre les variables et les facteurs (ACP)

En absence du PEG :

Variable | Facteur 1 | Facteur 2 | Facteur 3 | Facteur 4 | Facteur 5 | Facteur 6
GP 0,866902 | 0,423132 | 0,241869 | 0,027057 | 0,068105 | -0,074625
CH, 0,922123 | -0,274537 | -0,124389 | -0,068031 | 0,191507 | -0,132452
NH3 -0,459138 | 0,551247 | 0,602156 | -0,283858 | 0,205278 | 0,003599
AGV 0,843271 | 0,266960 | 0,443985 | 0,101698 | -0,100769 | 0,002755
Co 0,778567 | 0,360451 | 0,477140 | 0,136580 | -0,132428 | -0,007393
Cs 0,798395 | -0,070118 | 0,577866 | 0,032926 | -0,136382 | 0,063532
Cs 0,947932 | 0,090979 | -0,296031 | -0,067624 | 0,013115 | 0,027724
C,: Cs -0,108186 | 0,901402 | -0,340957 | 0,233934 | 0,068705 | -0,008578
MAT -0,825985 | -0,111707 | 0,521430 | 0,004310 | 0,016806 | -0,181880
NDF -0,706962 | 0,600605 | -0,030369 | 0,342183 | -0,133971 | -0,059320
ADF -0,508700 | 0,848713 | -0,038132 | -0,046931 | 0,122372 | -0,047746
ADL -0,877749 | 0,203237 | 0,131370 |-0,222323 | -0,345611 | 0,046038
TP -0,181336 | -0,938948 | 0,033797 | 0,256999 | -0,113236 | -0,074031
TT -0,176676 | -0,975007 | 0,055784 | -0,109140 | -0,016557 | -0,053390
TCT -0,603029 | -0,498961 | 0,432651 | 0,275695 | 0,323060 | 0,140824
En présence du PEG :

Variable | Facteur 1 | Facteur 2 | Facteur 3 | Facteur 4 | Facteur 5 | Facteur 6
Gaz 0,672430 | 0,297471 | 0,641075 | 0,041906 | 0,021367 |-0,214846
CH, 0,314940 | 0,161048 | -0,735100 | -0,523788 | -0,224729 | -0,098223
NH3 -0,764436 | -0,445534 | 0,106582 | -0,437348 | 0,054143 | -0,107571
AGV 0,804239 | -0,015584 | 0,532151 | -0,199401 | -0,170946 | 0,028087
C> 0,659143 | 0,172387 | 0,638230 |-0,125325 | -0,331928 | 0,050919
Cs 0,807435 | -0,346791 | 0,365456 | -0,270816 | 0,117776 | 0,083749
Cs 0,815386 | 0,137754 | -0,553086 | -0,045205 | 0,017209 | -0,089024
C,:C3 -0,615359 | 0,598777 | -0,002425 | 0,373231 | -0,349840 | -0,033240
MAT -0,604595 | -0,631071 | 0,421748 | -0,152294 | -0,137394 | -0,127561
NDF -0,946782 | 0,207243 | 0,121738 | 0,068592 | -0,202743 | -0,005012
ADF -0,806025 | 0,463523 | 0,228923 | -0,204715 | 0,161409 | -0,122896
ADL -0,809921 | -0,289203 | 0,035751 | -0,463048 | -0,135376 | 0,162389
TP 0,214410 |-0,839110 | -0,265706 | 0,307111 | -0,289811 | -0,031874
TT 0,306382 | -0,907924 | -0,264517 | 0,020891 | -0,070333 | -0,080321
TCT -0,310715 | -0,823460 | 0,291630 | 0,350132 | 0,132652 | -0,011501
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Théme: Valorisation des rations protéiques pour ruminants via un enrobage moléculaire

Les tanins sont des métabolites secondaires de haut poids moléculaire qui sont largement
distribués dans les plantes. Leur réle principal consiste a se défendre contre les herbivores
prédateurs et les microorganismes. Ils ont divers effets sur les systemes biologiques: ce sont
des antioxydants biologiques, des chélateurs d’ions et des agents précipitants des protéines.
Dans la nutrition des ruminants, les tanins peuvent diminuer la dégradation des protéines
alimentaires et augmenter leur absorption intestinale via leur enrobage moléculaire. C’est
dans ce contexte que s’inscrit ce travail de thése dont 1’objectif est de mettre en évidence
cette voie biotechnologique via un ensemble de travaux expérimentaux: (i) sélection de
substrats autochtones et de sous-produits riches en tanins, (ii) caractérisation de leur
composition en macronutriments (matiéres minérales, azote et fibres) et en métabolites
secondaires (phénols totaux, tanins totaux, tanins condensés), (iii) évaluation de leur activité
biologique par la méthode de production de gaz in vitro couplé au polyéthyléne glycol et (iv)
étude des effets des tanins condensés purifiés sur les parameétres de fermentation ruminale.

Une enquéte préliminaire a été menée et nous a permis de sélectionner sept substrats: quatre
arbustes du genre Acacia (Acacia dealbata, Acacia horrida, Acacia cyanophylla et Acacia
pycnantha) et trois sous-produits (les feuilles du palmier dattier, les tiges d'artichaut et
I’écorce de grenade). Tous les substrats présentent une teneur élevée en protéines brutes, a
I'exception des sous-produits (<100 g/kg de MS) et des concentrations modérées en
composants de la paroi cellulaire. La teneur en TC est comprise entre 120,5 et 680,4 g/kg de
MS chez les arbustes et entre 23,1 et 170,4 g/kg de MS chez les sous-produits. L’évaluation
de I’activité biologique des tanins brutes via la technique de polyéthyléne glycol montre que
I'ajout de ce dernier a augmenté le volume de gaz produit ainsi que la concentration des
différents parametres fermentaires (méthane (CH,), ammoniac (NH3) et les acides gras
volatils (AGV)) dans tous les fourrages. Les augmentations les plus élevées ont été
enregistrées pour I'espéce Acacia horrida. De ce fait, cette espéece a été retenue et ses tanins
condensés ont été extraits et purifiés par chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20.

Les tanins purifiés d'A. horrida ont été incubés in vitro avec deux fourrages différents le foin
de luzerne et la paille d'orge a trois concentrations différentes: 50, 100, 150 mg/g MS. Les
résultats montrent que les tanins purifiés d'A. horrida n'ont eu aucun effet sur les parameétres
de fermentation malgré sa teneur élevée en TC. Les effets des tanins d'A. horrida peuvent
étre fortement liés a leur structure et a leur poids moléculaire qu'a leur concentration. Pour
cette raison, il serait intéressant de compléter ce travail par la détermination de la structure et
du poids moléculaire de ces tanins et par 1’étude des interactions tanins-protéines. De plus,
des études in vivo sur des animaux accoutumes doivent étre menées pour évaluer les effets de
ces tanins.

Mots clés : Enrobage moléculaire, Acacia, Sous-produits, tanins purifiés, production de gaz in vitro.
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