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Résumé

Cette these est focalisée sur 1’étude de 1’effet de fourrages riches en tanin condensés, des
Acacias collectés de plusieurs régions d’Algérie, sur le microbiote ruminal des ovins.

La composition chimique des feuilles de neuf plantes, dont cing Acacias (A.nilotica, A.horrida,
A.albida, A.julibrissin, A.cyanophylla, A.halimus, Vicia faba, A. herba alba et P.granatum), sont
effectuées selon les procédés standards. Les résultats de ces analyses montrent des différences
significatives (p<0,05) entre ces espéces. Les légumineuses arbustives présentent 1’avantage d’étre
riches en Protéines Brutes avec des valeurs variant de 156,6 a 252,0 (g/kg MS), et I’inconvévient,
pour certaines, d’étre riches en ADL (facteur antinutritionnel) avec des valeurs enregistrées chez
A.nilotica, A.albida et A.cyanophylla de 126 ; 139,7 et 147,5 (g/kg MS), respectivement.

Les Acacias présentent les taux les plus élevés en Polyphénols, essentiellement en tanins
condensé. Nos résultats sont comparables a ceux publiés par plusieurs auteurs. L’¢tude de I’activité
biologique de ces tannins, en utilisant le PolyEthyleneGlycol couplé a la technique de production de
gaz, montre que seuls les tannins condensés de A.cyanophylla et A.nilotica sont significativement
actifs (p<0,05). Ceci conforte les résultats d’autres études montrant les effets antagonistes des Tanins
Condensés.

La digestibilité, selon deux approches, in vivo (in sacco) et in vitro (selon Tilley et Terry), est
testée en donnant des taux relativement acceptables pour ces ligneux. A. Albida, malgré sa faible
teneur en TC, et en ADL montre des taux de digestibilité relativement faibles.

L’effet de ces substrats sur le microbiote ruminale de deux races différentes, Shurra et
Merinos, donne des résultats significativement différents (p<0,05) pour A.cyanophylla et A.nilotica,
seulement.

L’impact des composés secondaires des Acacias étudiés sur la réduction de la production de
meéthane est tangible. L’analyse de la quantité de méthane produite, en présence et en absence de PEG,
montre des différences significatives (p<0,05) pour toutes les Acacias utilisés. Les Tanins Condenseés
de ces fabacées ont wun effet negatif sur la méthanogenese ruminale. Ce qui recommanderait
I’utilisation des Acacias pour réduire les pertes en azote et par ricochet juguler les effets néfastes des
éructations de CH4 sur I’environnement.

Mots clés : Acacia, Ovin, Production de gaz, Tannin Condensé, PEG, Méthane.
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Introduction générale

Introduction Générale

En Algérie, le cheptel ovin et caprin compte un effectif de prés 24 millions de tétes (FAQ,
2009). Cet important patrimoine zootechnique, en constant développement, risque a terme d’étre
menacé a cause de la dégradation des écosystémes. La steppe, avec la transhumance en zones
céréaliéres, a constitué dans le passeé la principale source de son alimentation. Cependant, ce
systtme a subi d’importantes modifications. Actuellement, seuls 15% de Deffectif seraient
concernés par la transhumance (Bourbouze, 2006). La sédentarisation accrue a conduit a une
surexploitation des parcours steppiques qui n’arrivent plus & couvrir les besoins alimentaires du

cheptel.

La mise en culture de milliers d’hectares de parcours a mené a la dégradation presque
irréversible de la steppe, conjuguée avec le phénomene de désertification et de I’avancée du sable.
Ce phénomeéne de désertification, qui n’est pas propre a notre pays, il touche de vastes zones du
globe et se révéle comme un phénomene en constante augmentation. Cette situation impose une
stratégie de lutte active, pour sauvegarder non seulement la fertilité naturelle des milieux a risque

mais aussi leur réhabilitation la ou cela restent techniquement possible.

Pour les ruminants, I’introduction massive de concentrés trés onéreux dans cette zone n’est
qu’un remede provisoire et aléatoire. Cette situation pourrait conduire a terme a un élevage en
bergerie intégrale qui nécessite une alimentation systématisée a 1’auge, ce qui Suppose une
production fourragere suffisante et une bonne connaissance des besoins nutritionnels des ovins de

races locales.

Les hautes plaines steppiques, majoritairement occupées par 1’alfa (Stipa tenacissima L.), se
voient progressivement colonisées par I’armoise blanche (Artemisia herba-alba Asso) (Le Houérou,
1981). L’alfa, espéce steppique vivace reconnue pour sa grande résistance a la sécheresse, régresse
sans cesse dans son milieu naturel. Sa rusticité semble ne plus lui apporter d’avantage ecologique
face a une secheresse persistante, au surpaturage et a un rouissage naturel tres long en absence

d’exploitation rythmée (Hellal et al., 2007).

Les plantations d’arbustes fourragers constituent indéniablement un €lément de stabilité

dans I’alimentation des petits ruminants. Ces plantations consolident la protection de
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I’environnement contre 1’érosion, permettant la fixation du sol et sa protection contre 1’érosion
hydrique. Les arbustes fourragers peuvent aussi valoriser des terres marginales inutilisables en

agriculture traditionnelle (terres salées,...).

La valeur nutritive de tout fourrage en général et des arbustes en particulier dépend
essentiellement de leur teneur en matiéres azotées totales et en cellulose brute. Par leur bonne valeur
nutritive (MAT > 15% et CB > 25 %) et leur bonne appétibilité, surtout apres fanage, les Acacias

sont sans doute des espéces prometteuses pour les zones semi-arides est arides.

L’Acacia cyanophylla Lindl. (syn. Acacia saligna), est une espéce arbustive communément
répandue dans les milieux a climat aride des pays du Maghreb (Mulas M., et Mulas G., 2004). Des
etudes réalisées en Tunisie sur des moutons de la race Barbarine ont montré que 1’ingestion de
feuilles de A.cyanophylla était basse (250 g MS/jour), probablement en raison du taux élevé de
tanins de I’Acacia (4-7% MS) (Ben Salem et al., 1998). La consommation de plantes riches en
tannins induit des effets contradictoires chez les ruminants. Il est important de distinguer les effets

produits par les Tanins Hydrolysables (THSs) de ceux des Tanins Condensés (TCs) (Makkar, 2003c).

Les THs peuvent étre responsables d’intoxications séveres, voire mortelles. A 1’inverse, les
TCs sont considérés comme étant de moindre toxicité, en particulier chez les ruminants. Méme si
I’ingestion de grandes quantités de TCs peut avoir des effets néfastes sur les paramétres
zootechniques et la physiologie digestive des animaux. Par ailleurs, les TCs ont été associés a des
effets bénéfiques sur la santé et la production animale lorsqu’ils sont ingérés de fagon modérée.
L’effet bénéfique des TCs dans le rumen est lié a la protection des protéines vis-a-vis des
dégradations ruminales. La complexation des TCs avec les protéines alimentaires ou leur fixation
aux enzymes bactériennes réduisent globalement la protéolyse ruminale, ce qui permet son
assimilation au niveau des intestins par ’animal et non plus sa perte sous forme de méthane
(Zimmer and Cordesse, 1996; Jean-Blain, 1998; Aerts et al., 1999; Min et al., 2003 ;Mc Nabb et al.,
1993; Barry et Mc Nabb, 1999; Makkar, 2003c; Waghorn, 2008 ).

Bien que le méthane (CH4) soit un produit naturel des fermentations ruminales, sa
production représente une perte énergétique de 1’ordre de 2 a 12% de 1’énergie de ses ingestas
(Johnson et Johnson, 1995). 1l est rejeté dans 1’atmosphére essentiellement par voie orale (95%) au
cours d’éructations régulieres ou par les poumons, apres passage dans le sang. A I’échelle de la

ferme, la contribution du CH4 aux émissions de gaz a effet de serre est comprise entre 40 et 60% ;

.
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le CH4 d’origine entérique en représente 80% et les 20% restants proviennent des effluents
d’¢levage (Gill et al., 2010). Les vaches (laitiéres et allaitantes) et les males reproducteurs
représentent a eux seuls 58% des émissions totales annuelles, elles sont suivis par les bovins a
I’engraissement (33%), alors que la part des ovins, caprins et équins reste relativement mineure
(Vermorel et al., 2008). La réduction des émissions de CH4 par les ruminants présente ainsi un

double intérét : nutritionnel, productif pour 1’animal et environnemental pour la planéte.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés, principalement, a évaluer la valeur nutritive
des feuilles de Iégumineuses riches en tannins, en majorité des arbres, collectées des régions arides
et semi-arides d'Algérie : Acacia cyanophylla (syn.Acacia saligna), Acacia nilotica, Acacia horrida,
Acacia albida, Albizia julibrissin, Pinuca granatum, Vicia faba, Atriplex halimus et Artemisia
herba alba. Leurs compositions chimiques et le comportement du microbiote ruminal d'ovins a leur

égard, in vitro et in situ, sont analyses.

Dans un second volet nous étudions la capacité des tanins a réduire les pertes d’azote sous
forme de méthane, avec 'utilisation du PolyéthyléneGlycol (PEG) comme inhibiteur des tanins afin
de déterminer I’effet spécifique des TCs sur la protéolyse et la production de méthane dans le
rumen.

La présentation de ce travail est organisée en trois parties :

La premiére partie, scindée en deux chapitres, présente dans un premier temps la composition du
microbiote ruminale avec une présentation sommaire des différentes réactions d’hydrolyses et
fermentations produites. Le second chapitre est consacré aux tanins. Leurs structures chimiques et
leurs propriétés sont exhaustivement énumérées avec, au passage, la présentation des méthodes

d’analyses les plus usitées.

La seconde partie se consacre a présenter le matériel biologique utilisé, végétal et animal, les
méthodes d’études, in sacco et in vitro, le plan d’échantillonnage adopté ainsi que les méthodes

d’analyses statistiques employées.

En troisieme partie, les résultats sont discutés en les comparants a ceux publiés dans la
litterature scientifique internationale et en mettant en exergue le classement des fourrages étudiés
d’apres leurs valeurs nutritives et la capacité de leurs tanins condensés a réduire la production de

méthane.
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Chapitre | : Composition du microbiote ruminal

1-Introduction

Le microbiote ruminal constitue la particularité la plus remarquable de la digestion des
ruminants. Sa composition varie, en particulier, en fonction du changement des conditions
d’environnement mais aussi en fonction de I’espéce de ruminants, de 1I’dge ou encore de la
composition de la ration alimentaire. La compréhension des mécanismes de variations de la
population bactérienne permet d’optimiser les performances du ruminant. Une véritable symbiose
existe entre le ruminant et son microbiote ruminal. L’animal, étant incapable de métaboliser la
cellulose, bénéficie de 1’absorption avale des produits métaboliques terminaux des fermentations

microbiennes mais aussi de 1’apport conséquent de protéines et vitamines d’origine microbienne.

2-Anatomie et physiologie du rumen

2.1. Anatomie du rumen

Du point de vue de I'anatomie digestive, les Ruminants sont caractérisés par un estomac
pluriloculé composé du rumen, du réseau, du feuillet et de la caillette. L’ensemble rumen-réseau-
feuillet ou préestomac est le sicge d’une digestion mécanique. Dans la caillette s’effectue la
digestion enzymatique des ingestas. L’estomac des ruminants occupe les 4/5 de la cavité
abdominale, en dehors de la gestation. Il présente un proventricule énorme, divisé en trois
compartiments : le rumen, le réticulum et I’omasum, et une portion réellement peptique, équivalente

a I’estomac des monogastriques : 1’abomasum (Barone R., 1997).

Intestin Feuillet

Figure 1 : Tube digestif des ruminants

|



Chapitre I : Composition du microbiote ruminal Etude bibliographique

Le rumen, encore appelé panse ou réticule-rumen, est de loin le plus volumineux des
réservoirs gastriques des ruminants. Le réticule-rumen est similaire a une grande cuve de
fermentation d'une capacité d’environ 200L chez les bovins et 20L chez et les ovins de race
tempérée. Il contient les aliments ingérés, de I'eau, une population microbienne variée et tres active
et de l'urée salivaire recyclée. L'ensemble est soumis aux mouvements péristaltiques et tamponé par

la salive qui maintient un pH voisin de 6,5 a une température de 39° C.

2.2. Conditions de milieux
Le développement des microorganismes du rumen est directement dépendant des conditions

physicochimiques du milieu.

2.2.1. L’anaérobiose

Le milieu ruminal est caractérisé par des conditions d’anaérobiose vraie. Les apports
d’oxygéne sont faibles (déglutition, diffusion a partir des vaisseaux des parois) mais des souches de
bactéries aérobies facultatives le font vite disparaitre. Par exemple, bien qu’étant généralement
strictement anaérobie, certaines souches de Selenomonas ruminantium sont connues pour tolérer
une exposition a de faibles quantités d’oxygene (Brugere H., 1983). Stewart et Bryant rapportent
que Samah et Wimpenny ont démontré la présence d’une NADH-oxydase soluble, supposee réduire
I’oxygene en eau ou en H202. Le superoxyde produit dans cette réaction serait par la suite
métabolisé par une superoxyde dismutase, de sorte que 1’02 ne représente pas 1% des gaz du sac
dorsal. La teneur en COz est toujours élevée (60% de la poche des gaz), celles en CH4 de 27%, 7%
en Nz, et 0,2% en Hz (Tiret L., 2001). La majeure partie de ces gaz est éliminée par éructation et le
reste est partiellement incorporée dans divers métabolismes bactériens.

Le milieu ruminal est de ce fait tres réducteur, et le metabolisme des microorganismes qu’il
héberge est de type fermentaire. Ce qui permet la libération de composés organiques (acides fixes et
volatiles : lactate, acétate, butyrate, propionate), et non pas de gaz carbonique et d’eau comme dans

le cas de la respiration (Brugére H., 1983)

2.2.2. LepH

Le pH a un role prédominant dans la sélection des microorganismes du rumen et dans
I’orientation des fermentations. La valeur du pH du rumen est normalement comprise entre 5,5 et
7,3 (Satge B., 1993 ; Brugere H., 1983). Cette marge est cependant un peu large. Le pH normal ne

correspond pas a la neutralité au sens physico-chimique (7,0). Dans le rumen en fonctionnement, il

.
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y a production d’acides gras volatils (AGV) et il est normal que la réaction soit 1égérement acide
(par exemple de 6 a 6,8). Autour de ces valeurs, le pH peut varier sans qu’il y ait parallelement de
troubles mais cela n’est pas pour autant la normalité. Les causes de variations les plus fréquentes du
pH sont en fait les fluctuations alimentaires. Le pH baisse dans la période postprandiale et s’éléve
pendant le jedne.

Les éléments responsables du pH du rumen sont, pour les acides : les AGV et 1’acide
lactique produits par les fermentations, et pour les bases, les bicarbonates et les phosphates de la
salive, ainsi que, le cas échéant, I’ammoniac venant de la protéolyse ou de I'uréolyse. Compte tenu
des quantités de ces éléments et de la valeur du pH, le pouvoir tampon est assuré essentiellement
par les bicarbonates. Ceux-ci sont apportés par la salive (un bovin adulte sécrete chaque jour

environ 100 litres de salive riche en bicarbonates, a pH = 8).

2.2.3. La température

La température ruminale est supérieure d’au moins un degré par rapport a la température
centrale, c'est-a-dire comprise entre 39,5°C et 40°C. Elle peut atteindre 41°C lorsque les
fermentations sont trés intenses mais aussi chuter de plusieurs degrés apres ingestion de grandes

quantités d’eau froide : de 5 a 10°C pour une a deux heures.

2.2.4. L’humidité

L’humidité est en moyenne ¢levée (de I'ordre de 85%), néanmoins cette valeur n’est pas
homogene dans I’ensemble du rumen. La partie supérieure contient les ¢léments les plus grossiers,
la partie inférieure les particules de petite taille baignant dans un milieu trés liquide. L’eau du
rumen représente une masse liquidienne plus importante en quantité que 1’eau plasmatique et elle
peut étre utilisée, le cas échéant, comme réserve pour 1’organisme.
L’imbibition et la désagrégation progressive des particules alimentaires s’effectuent a la faveur des
contractions réguliéres de la paroi ruminale et des cycles méryciques. Les apports hydriques sont

assurés par 1’eau ingérée et par une intense salivation (Brugere H., 1983).

2.2.5. La pression osmotique
Elle est de I’ordre de grandeur de celle du sang, la pression osmotique varie dans une plus

grande gamme de 200 a 400 mosm/I.

.
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3-La population microbienne du rumen

La présence d'une population microbienne dans le réticule-rumen est la particularité majeure
qui caractérise les ruminants. II s’agit principalement de bactéries, d’archébactéries, de protozoaires
et de champignons, et secondairement de bactériophages et virus. Ces microorganismes ont la
propriété essentielle de dégrader la cellulose et les protéines alimentaires en vue de synthétiser leurs
propres produits et de transformer les hydrates de carbone en Acide Gras Volatils (AGV). L'animal
hote absorbe ainsi la biomasse microbienne et les AGV qui représentent respectivement ses sources

majeures en protéines et en énergies.

3.1. Les bactéries de la flore ruminale

Les bactéries du rumen représentent la moitié de la biomasse microbienne. Elles constituent
I’ensemble le plus diversifié : une soixantaine d’especes recensées par les méthodes culturales
classiques mais plusieurs centaines préssenties par les techniques génomiques actuelles. Leurs
concentrations varient de 10*° & 10* cellules/ml (Fonty et al., 1995, Hungate, 1966a).

La colonisation du tractus digestif des ruminants par les bactéries est rapide. Ainsi a I’age
d’un jour, les premiéres bactéries apparaissent (Escherichia coli, Streptocoques). Les bactéries
cellulolytiques apparaissent dés 1’age de 4 jours chez 75 % des jeunes ruminants (Fonty et al.,
1987). Les trois principales espéces bactériennes cellulolytiques sont : Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens. Elles sont présentes a des concentrations variant
de 10° & 10° cellules/ml (Coleman, 1975). Les différentes bactéries ne sont pas distribuées de facon
homogéne dans le contenu ruminal, comme le suggére la stratification des digesta du rumen
(Hungate, 1966b). Ainsi, les bactéries associées a la phase solide du rumen, bactéries solidement
adhérentes aux particules alimentaires, sont plus abondantes (50 — 75% des bactéries) que les
bactéries faiblement associées ou libres de la phase liquide (Cheng and Costerton, 1980 ; Forsberg
and Lam, 1977). Les bactéries ruminales ont été classifiées en quatre groupes, en fonction de leur
environnement :

(1) les bactéries vivant libres, associées a la phase liquide ruminale ;

(2) les bactéries associées avec les particules alimentaires ;

(3) les bactéries associées a 1’épithélium ruminal ;

(4) les bactéries attachées a la surface des protozoaires (Czerkawski F.M and Cheng K.J.,
1988).

-
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3.1.1. Les bactéries fibrolytiques

3.1.1.1. Les bactéries cellulolytiques

Deux types de bactéries cellulolytiques sont trouvées dans le rumen : des bacilles (parmi
lesquelles sont majoritairement isolés Fibrobacter succinogenes et Butyrivibrio fibrisolvens)
(Hungate R.E., 1966 ; Stewart C.S and Bryant M.P., 1988) et des coques (représentés par
Ruminococcus flavefaciens et Ruminococcus albus).

Fibrobacter succinogenes, R. albus et R. flavefaciens sont connues pour étre les principales
especes cellulolytiques du rumen (Forsberg C.W et al., 1997). La population cellulolytique
représente selon les études entre 4 et 9% de la population bactérienne du rumen (Michalet-Doreau B
et al., 2001) et elle peut méme représenter jusqu’a 17% de cette population (Martin C et al., 2001).
L’utilisation d’outils de biologie moléculaire donne des indications permettant de déterminer la
composition quantitative de la flore cellulolytique. Ainsi, selon Martin et al., (2001), ainsi que selon
Weimer et al., (1999), la population des Ruminococci (incluant R. albus et R. flavefaciens) issue de
rumen de vaches laitieres est plus importante que celle de F.succinogenes (avec, dans 1’étude de
Martin et al.,2001, une prédominance de R. albus), alors que chez le mouton F. succinogenes est
I’espéce cellulolytique majoritaire ou au moins présente en guantité équivalente aux Ruminococci
(Michalet-Doreau et al., 2001).

Figure 2: Vue de différentes bactéries pénetrant dans une fibre végétale en cours de digestion dans
le rumen (Photo ; Lydia Joubert. USDA publication).

a. Les bacilles cellulolytiques
Deux types de bactéries cellulolytiques en batonnet peuvent étre trouvés en quantité importante

dans le rumen : Fibrobacter succinogenes (anciennement Bacteroides succinogenes) et Butyrivibrio
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fibrisolvens (Hungate R.E., 1966). Fibrobacter succinogenes, décrit pour la premiere fois par
Hungate en 1950 (sous le nom de Bacteroides succinogenes) (Stewart C.S and Bryant M.P., 1988)
est aujourd’hui considéré comme 1’une des principales bactéries cellulolytiques (Forsberg C.W et
al., 1997). L’autre bacille cellulolytique le plus fréquent dans le rumen est Butyrivibrio fibrisolvens.
Cette bactérie est I’une des espéces bactériennes prédominantes dans le rumen, et a été isolée a

partir de contenus ruminaux dilués au 1/10° ®"

. B. fibrisolvens fermente un grand nombre de
sucres, avec des variations importantes en fonction des souches considerées. Ainsi, dix neuf
souches cellulolytiques ont été isolées de rumen de moutons, recevant des fourrages de mauvaise
qualité (Stewart C.S and Bryant M.P., 1988). Ses principaux produits de fermentation sont le
formate, le butyrate et 1’acétate.

b. Les coques cellulolytiques

Ces bactéries constituent un groupe distinct a I’intérieur des bactéries ruminales dégradant la
cellulose. Elles sont caractérisées par une morphologie coccoide et un diamétre de 0,8 a 1 um. Elles
ont été cultivées en culture pure par de nombreux chercheurs et peuvent représenter jusqu’a 84%
des bactéries cellulolytiques se développant sur gélose a la cellulose.

La majorité des souches de R. flavefaciens sont cellulolytiques, bien que d’autres activités
fermentaires (fermentation du xylane, de la cellobiose, activité variable selon les souches avec le
sucrose, le D-xylose, le L-arabinose, le glucose, le mannose et le lactose) soient présentes chez
certaines souches.

Quand & Ruminococcus albus, reconnu comme étant 1’autre principal coque impliqué dans la
digestion des parois végétales dans le rumen, il s’agit d’un coque, Gram négatif a Gram variable,
cellulolytique, non motile, d’un diamétre de 0,8 a 2 pum, classiquement retrouvé sous la forme de
diplocoque. Cette bactérie présente une activité cellulolytique rapide. R. albus fermente
typiquement la cellulose, la cellobiose et le glucose et peut fermenter un certain nombre d’autres
glucides (sucrose, D-xylose, L-arabinose, fructose, mannose, lactose). Sa croissance requiert de
I’ammoniac et un ou plusieurs des acides gras volatils suivant : isobutyrate, isovalérate, 2-

methylbutyrate et n-valérate (Hungate R.E., 1966).

3.1.1.2. Les bactéries hémicellulolytiques

L’hémicellulose, qui représente prés de 37-48% des parois de la plante, présente une
structure trés complexe, avec le xylane présent comme 1’'un des principaux polymeres. Les
principales bactéries hémicellulolytiques sont Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, ainsi

que les Ruminococci (Tiret L., 2001) (figure 3).

-
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Cellulose/Hemicelluloses Pectines Amid

S. bovis
Prevotella

F. succinogenes S. bovis - Hydrolyse
R. flavefaciens Prevotella

R.albus B.fibrisolvens

Prevotella

B. fibrisoivens Oses (Hexoses) =

2 Pyruvate

R. flavefaciens

R.albus 81 prevotena
4H — F. succinogenes
4H
S. bovis z  Fermentation
2 Acétyl-CoA Lactobacillus 2 -2ctate  2Succinate
4H —
/\. 4H M. elsdenii
2 Propionate
2 Acétate Butyrate Archaea

CO, + 8H — CH4 + 2H,0
Figure 3:Hydrolyse et fermentation microbiennes des aliments dans le rumen (Popova et al., 2011).

*Les réactions qui produisent de /’hydrogéne sont en gris ; les réactions hydrogénotrophes sont en rouge.
Les fonctions connues des principales espéces bactériennes sont indiquées

Les xylanases présentent une répartition plus large que les cellulases parmi les bactéries
ruminales. Les microorganismes produisent généralement plus d’une xylanase. Ainsi, quatre génes
codant pour des endoglucanases ont été clonés et caractérisés chez F. succinogenes (Krause D.O et
al., 2003). Une activité xylanasique est également attribuée a R. albus, a R. flavefaciens (chez qui 4
genes codant pour des xylanases ont été mis en évidence), Butyrivibrio fibrisolvens (qui est
considéré comme présentant une tres importante activité de dégradation du xylane) et Prevotella
(Krause D.O et al., 2003).

3.1.1.3. Les bactéries pectinolytiques

La digestion de la pectine est assurée par un certain nombre de bactéries, parmi lesquelles
Lachnospira multiparus, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola (Stewart et Bryant, 1988).
L’activité fermentaire vis-a-vis du xylane et de la pectine est plus fréquente et plus importante chez
les souches de P. ruminicola subsp. ruminicola que chez subsp. brevis, Succinivibrio
dextrinosolvens, Treponema bryantii et Streptococcus bovis (Tiret L., 2001). Les enzymes
pectinolytiques sont divisees en 2 principaux groupes : les pectines esterases, qui catalysent la
dégradation du méthanol, et les enzymes de dépolymérisation qui sont soit des hydrolases, soit des

lyases. Les souches de Lachnospira multiparus pectinolytiques se présentent sous la forme de
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bacilles incurvés Gram positif. L. multiparus a été détecté en grande quantité dans le rumen de

bétail nourri a I’aide de fourrages de Iégumineuses (Bryant et al., (1958).

3.1.2. Les bactéries amylolytiques

3.1.2.1. Caractéristiques bactériologiques

Un certain nombre des bactéries cellulolytiques ruminales sont également amylolytiques,
comme certaines souches de F. succinogenes, et la plupart des souches de B. fibrisolvens. Les
espéces non cellulolytiques (Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Prevotella
ruminicola, Succinimonas amylolytica et Selenomonas ruminantium) comprennent de nombreuses
souches dégradant I’amidon. Les souches de Streptococcus bovis rassemblent des coques ou des
coccobacilles a Gram positif, immobiles, non sporulés, groupés par deux ou en courtes chaines,

aero-anaérobies, homo fermentaire, catalase négative.

Les principaux substrats fermentés par S. bovis sont I’amidon, certains glucides simples
(maltose, cellobiose, sucrose, glucose, fructose, galactose, mannose, lactose) mais pas la cellulose.
Dans des tubes de gélose a I’amidon, inoculés avec des dilutions suffisantes de contenu ruminal et
incubés a 39°C, les colonies de S. bovis apparaissent invariablement les premiéres, elles sont suivies
de prés par celles de Butyrivibrio (Hungate R.E., 1966). Le principal produit de ce type de
fermentation est le lactate. Néanmoins, d’aprés Stewart et Bryant, Russel a démontré que S. bovis
est capable de croitre en utilisant des cellodextrines dérivées de la cellulose. Ainsi, cette bactérie est
capable de survivre dans le rumen d’animaux uniquement nourris de fourrage. Lorsque le régime
est & base de foin, S. bovis croit lentement et produit essentiellement de 1’acétate, du formate et de
I’éthanol (Roque J.L., 1991).

3.1.2.2. Mécanismes de dégradation de I’amidon

Au contraire des protozoaires, les bactéries amylolytiques sont trop petites pour ingérer les
grains d’amidon, ou méme ’amidon de haut poids moléculaire. Les bactéries doivent secréter des
amylases, produire des amylases associees a la surface, ou utiliser d’autres mécanismes a la surface
de la cellule, afin d’hydrolyser I’amidon en malto-oligomeéres qui eux peuvent étre transporté a
I’intérieur de la cellule. La présence d’amylase a ét¢ montrée dans les fluides extracellulaires de
certaines souches de S. bovis. L’analyse des types d’amylases trouvées dans ces milieux

extracellulaires a montré qu’une a-amylase €tait rapidement détectée mais qu’aucune pullulanase ni




Chapitre I : Composition du microbiote ruminal Etude bibliographique

B-amylase ne 1’¢taient (Kotarski S.F et al., 1992). La présence extracellulaire de cette enzyme

n’était probablement pas due au relargage suite a la lyse de la bactérie.

3.1.3. Les bactéries utilisatrices de glucides simples

Au sein de la microflore ruminale, un nombre important d’espeéces bactériennes sont
capables de dégrader les glucides simples, on citera par exemple : S. ruminantium, S. bovis, B.
fibrisolvens, certaines souches de Succinivibrio dextrinosolvens et de Ruminocoques. Chez des
animaux recevant de grandes quantités de glucides rapidement fermentescibles, les lactobacilles
proliférent souvent en compagnie de S. bovis, créant ainsi des conditions de milieu trés acide (Goad
D.W et al., 1998). Selon Stewart et Bryant (1988), les deux principaux lactobacilles sont
Lactobacillus ruminis, et Lactobacillus vitulinus. L. ruminis est un bacille : motile grace a un
flagelle péritriche, Gram positif, produisant de 1’acide lactique (principalement I’isomere L). Les
principaux substrats métabolisés sont le maltose, la cellobiose, le sucrose, le glucose, le fructose, le
galactose, le mannose et le lactose. L. vitulinus présente un profil fermentaire proche de celui de L.
ruminis, a I’exception prés que L vitulinus produit 1’isomére D de 1’acide lactique (Stewart C.S and
Bryant M.P., 1988).

3.1.4. Les bactéries protéolytiques

Les premieres études sur la flore protéolytique du rumen, dont I’isolement des principaux
genres bactériens s’est avéré difficile, a permis de voir émerger deux principales notions sur cette
flore : tout d’abord, ces bactéries sont, a part quelques exceptions, faiblement protéolytiques. Elles
n’utilisent pas les protéines comme principale source d’énergie, ou méme dans certains cas, comme
source principale d’azote. De plus, une grande proportion de bactéries ruminales posséde une
activité protéolytique et prés de la moitié (entre 30 et 50 %) du total des bactéries viables isolées du
rumen peuvent étre protéolytiques (Wallace R.J., 1986). Les bactéries protéolytiques appartiennent
a la plupart des principaux genres, bien que les principales bactéries cellulolytiques ne semblent pas
étre protéolytiques. L’activité protéolytique de la flore du rumen, qui est au final trés faible en dépit
de son importance dans la nutrition, est donc due a I’activité d’un grand nombre d’especes

présentant une activité faible (Wallace R.J., 1986).

Les souches protéeolytiques du genre Bacteroides sont les bactéries protéolytiques
prépondérantes sous certaines conditions d’alimentation. Ruminobacter amylophilus, qui possede
une importante activité amylolytique, est I’une des espéces protéolytiques isolées les plus actives. Il

est présent en grande quantité lorsque 1’animal regoit une alimentation riche en amidon (Wallace

=
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R.J and Cotta M.A. 1988). Des souches proteolytiques de Prevotella ruminicola ont été obtenues a
partir de ruminants nourris au fourrage, ainsi qu’avec des régimes contenant des concentrés. Selon
Wallace, P. ruminicola serait probablement la bactérie protéolytique la plus nombreuse, mais elle
n’est pas systématiquement isolée de tous les animaux. De méme, des souches de Butyrivibrio
fibrisolvens peuvent étre trouvées sous certaines conditions et peuvent méme étre 1’organisme

protéolytique prédominant isolé chez certains animaux (Wallace R.J., 1986).
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Figure 4 : Schéma de la dégradation et de I’utilisation des matiéres azotés dans le rumen chez le

ruminant (d’apres Jarrige, 1981). Bases N = Bases azotés

Les enzymes protéolytiques trouvées dans le contenu ruminal semblent étre nombreuses et
variées. L’utilisation d’inhibiteurs de protéases ont permis de démontrer que le type de protéase
prédominant dans le rumen est du type cystéine-protéase (Wallace R.J., 1986). D’autres types
enzymatiques sont présents mais de maniére plus variable. On retrouve ainsi des sérine-protéases
(représentant entre 0 et 41 % de Iactivité totale), des métalloprotéases (9-30 %) et des
aspartiquesprotéases (2-15 %) (Wallace R.J and Cotta M.A., 1988).

L’ammoniac est la plus importante source d’azote pour la croissance des bactéries
ruminales. En fonction de 1’alimentation, 60 a 90% de 1’azote consommé journalierement par le

ruminant est converti en ammoniac, et de 50 a 70 % de ’azote bactérien est issu de I’ammoniac.
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Selon Bryant et Robinson (1963), 92 % des bactéries ruminales isolées peuvent utiliser I’ammoniac
comme principale source d’azote. La répartition des enzymes d’assimilation (principalement la
glutamate déshydrogénase (GDH) et les enzymes des systéemes de la glutamine synthétase —GS- et
du glutamate synthétase -GOGAT-) de I’ammoniac sont largement réparties au sein de 1’écosystéme
ruminal.

3.1.5. Les bactéries uréolytiques

La production d’ammoniac via I’hydrolyse de I’urée par les bactéries ruminales joue un role
important dans le métabolisme de 1’azote chez les ruminants. Une activité uréasique a été¢ détectée
chez certaines espéces bactériennes isolées du rumen, telles que Succinivibrio dextrinosolvens,
Selenomonas sp., Prevotella ruminicola, Ruminococcus bromii, Butyrivibrio sp. et Treponema sp.
(Tiret L., 2001) ; Wozny M.A et al., 1977). Selon Wallace et Cotta (1980), deux groupes bactériens
dont I’importance relative est controversée se partageraient 1’activité uréolytique. Tout d’abord, une
population nombreuse de bactéries anaérobies strictes avec une activité uréasique faible, dont font
partie les genres suivants: Lactobacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides,
Ruminococcus, Butyrivibrio, Treponema, Selenomonas, Bifidobacterium, Succinivibrio. D’autre
part, on trouverait également une population bactérienne nettement plus faible, anaérobie facultative

et beaucoup plus spécifiquement uréolytique.

Le mécanisme enzymatique de dégradation de 1’urée est une hydrolyse par 1’uréase (Wallace
R.J and Cotta M.A. 1988). Le pH optimum de 1’uréase est de 7 a 8,5, et sa température optimale est
de 40°C. Les pH élevés du rumen favoriseraient donc la dégradation de I’urée et I’alcalose ruminale
rencontrée lors d’intoxication ammoniacale favorise donc 1’entretien du processus pathologique en

stimulant la dégradation de 1’urée.

3.1.6. Les bactéries utilisatrices d’acide

Au sein des bactéries ruminales utilisatrices d’acides, un certain nombre est capable
d’utiliser le lactate. Il s’agit principalement de Selenomonas ruminantium, Megasphera elsdenii et
Veillonella parvula. Des souches de Selenomonas ruminantium fermentent le lactate et sont placées
dans une autre sous-espéce (S. ruminantium subsp. lactilytica) que celles qui ne le font pas (S.
ruminantium subsp. ruminantium) (Stewart C.S and Bryant M.P., 1988). Les produits de
fermentation du lactate sont le propionate, 1’acétate et le dioxyde de carbone. S. ruminantium subsp.
lactilytica requiert du n-valérate pour croitre sur du glucose mais n’en a pas besoin pour se
développer sur du lactate. En cas de croissance sur du lactate, 1’acide para-aminobenzoique (PABA)

et ’aspartate semblent étre nécessaires.
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3.2. Les archaebactéries

Les archaebactéries sont des méthanogénes, membres du domaine des Archaea et
appartiennent au régne des Euryarchaeota. Ce sont des microorganismes anaérobies strictes,
représentant environ 4% des microorganismes ruminaux (Yanagita, et al., 2000), et peuvent étre
aisément distingués des autres organismes car ils produisent tous du méthane comme principal
produit de fermentation. En raison du r6le du méthane dans le réchauffement de la planéte et de la
perte d’énergie par les ruminants par le méthane (estimée a 6% de ’énergie ingérée), un intérét
important est port¢ a ces méthanogénes. Des études, basées sur la culture ou sur l’analyse
moléculaire, ont montrées que les méthanogenes ruminaux les plus communément isolés
appartiennent a la famille des Methanobacteriaceae. 1l s’agit fréquemment d’espéces appartenant au
genre Methanobrevibacter (Stewart et Bryant, 1988). D’autres méthanogénes appartenant a la
famille des Methanomicrobiaceae ont été découvert chez des bovins et des ovins; tandis que des
méthanogénes de la famille des Methanosarcinaceae ont été trouvés chez les caprins et les bovins
(Skillman, et al., 2006). Néanmoins, il faut noter que le statut taxonomique des méthanogenes isolés
du rumen n’est pas encore parfaitement résolu, et nécessite des analyses au niveau moléculaire afin
de le clarifier (Whitford, et al., 2001).

Enfin, les bactéries méthanogéniques présentent une grande sensibilité a des pH inférieurs a
6 (Tiret L, 2001) et disparaissent donc a des pH inférieurs a cette valeur. Methanobrevibacter
(Mbb.) spp. est considéré comme la principale espéce de méthanogénes ruminaux, que ce soit par
des méthodes de culture (Stewart et Bryant, 1988), ou par des analyses génomiques (Sharp et al.,
1998). La souche type est Mbb. ruminantium M1 (Euzéby, 2006). Décrite pour la premiére fois par
Smith et Hungate comme Methanobacterium, M. ruminantium est un coccobacille Gram positif,
non motile, d’environ 0,7 pm de large, sur 1,8um de long. Ses principaux substrats sont le
dihydrogéne et le dioxyde de carbone, mais le formate peut également étre utilisé lorsqu’il est
présent en grandes concentration dans le rumen. M. ruminantium est caracterisé par une exigence en
coenzyme M, spécifique aux méthanogénes, qui joue un rdle de porteur de groupements méthyles.
D’autres souches de Methanobrevibacter spp. sont isolées du rumen : ainsi, on retrouve également
des souches de Mbb. smithii et de Mbb. thaueri (Skillman, et al., 2006). Selon Skillman et al.,
2006 , Mbb. thaueri serait méme la bactérie methanogene prédominante chez le veau laitier au pré,
bien que d’autres études insistent sur I’importance de Mbb. ruminantium, et de Mbb. smithii,

associée aux ciliés du rumen (Tokura, 1999).
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Parmi les especes méthanogénes, on note également la place importante de
Methanomicrobium mobile. Ainsi, selon Yanagita et al., prés de 54% des méthanogénes ruminaux
chez les ovins seraient des souches de M. mobile (Yanagita et al., 2000). M. mobile appartient a la
famille des Methanomicrobiales. Il s’agit d’une bacille Gram négatif, faiblement motile, ne
sporulant pas, d’une taille de 0,7 um sur 1,5 a 2 pum (Paynter and Hungate 1968). Une troisiéme
espece de bactéries méthanogenes est fréquemment impliquée dans le rumen : il s’agit de
Methanosarcina sp. (Yanagita et al., 2000), qui appartient a la famille des Methanosarcinaceae. Il
s’agit de bactéries Gram positives, non motiles, d’un diametre de 1,5 - 2um, qui se présentent en
paquet, ou en large groupes. Les substrats utilisés pour la production de méthane incluent le
dihydrogéne et le dioxyde de carbone, le méthanol, les méthylamines (formés dans le rumen lors de
la dégradation de la choline) et ’acétate (Stewart et Bryant, 1988).

3.3. Les champignons

Les champignons trouvés dans le rumen sont anaérobies stricts, ce qui est tout a fait
exceptionnel dans le groupe des champignons, ils ne possedent pas de mitochondries, pas de
cytochromes et assurent uniquement la fermentation de tissus cellulosiques. On décrit trois especes
qui sont Neocallimastix frontalis, Piromonas communis et Sphaeromonas communis. Il y a 10° &
10° zoospores par ml de milieu ruminal. Les zoospores s’attachent sur les particules de plantes déja
abimées, le rhizoide pénétrent dans les tissus par protéolyse. Ils colonisent les tissus lignifiés qui
restent dans le rumen, diminuent la taille des particules, cassent les structures, et dégradent des
tissus mémes tres lignifiés (Tiret L., 2001). Les enzymes nécessaires sont extra-cellulaires.

L’activité protéolytique est assurée par des métalloprotéases, ils hydrolysent I’extensine des parois.

Les champignons apparaissent 8 a 10 jours apres la naissance chez I’agneau, donc avant
I’ingestion de nourriture solide. Ils disparaissent chez 80% des agneaux nourris par des concentrés,
mais se stabilisent si la nourriture est peu hydratée. Chez 1’animal adulte, leur nombre augmente si
I’alimentation est riche en fibres. Les champignons produisent une importante quantité de Hz et sont
donc associés, dans les réactions métaboliques, aux bactéries méthanogenes, bactéries
consommatrices de dihydrogene (Stewart C.S and Bryant M.P., 1988). Les bactéries cellulolytiques
diminuent 1’activité des champignons. L’élimination des champignons diminue la digestibilité et
augmente la proportion de propionate (Tiret L., 2001).

Les champignons ne sont pas indispensables, parfois absents, et prennent toute leur

importance avec les fourrages de mauvaise qualité.
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3.4. Les protozoaires

La majorité des protozoaires retrouvés dans le rumen appartiennent a I’embranchement des
ciliés, et sont representés par deux groupes, tous les deux de la sous-classe des Trichostomatiae. Les
« holotriches » appartiennent a I’ordre des Vestibuliferida, et les « entodiniomorphes » a 1’ordre des
Entodiniomorphidés, sous ordre des Entodiniomorphinés, et famille des Ophryoscolecidés. Au sein
des Entodiniomorphidés, on retrouve un nombre important de genres : les genres Entodinium (un
genre difficile a classifier sur la base de 1’aspect morphologique (Williams A.G and Coleman
G.S., 1992), Eodinium (dont I’espéce type est Eodinium lobatum), Diplodinium, Eremoplastron,
Eudiplodinium,  Ostracodinium, Polyplastron, Diploplastron, Metadinium,  Epidinium,
Enoploplastron, Ophryoscolex, Epiplastron, Elytroplastron.

Le développement des protozoaires dépend du contact avec d’autres ruminants par la salive,
I’air et la nourriture.

Les plus gros protozoaires peuvent dégrader également 1’hémicellulose. D’autre part, les
protozoaires jouent un réle important dans I’hydrolyse de I’amidon, en ingérant les granules
d’amidon et les sucres solubles et en diminuant de ce fait 1’accessibilité de ses substrats aux

bactéries amylolytiques.

Les interactions avec d’autres microorganismes sont nombreuses : les protozoaires ingerent
les bactéries endogenes ou exogenes comme source de protéines pour leur synthése cellulaire. La
prédation augmente la concentration en ammoniac et de phosphate et augmente la croissance
bactérienne et son efficacité car il y a plus de nutriments utilisables. La défaunation induit une
augmentation du nombre de bactéries anaérobies utilisant les glucides. Les protozoaires ingérent

aussi des champignons et d’autres protozoaires pour se fournir en azote en en stérols.

La quantité de protozoaires varie rapidement avec le repas. Ils sont tres sensibles a I’absence
de nutrition et peuvent disparaitre en 2 a 3 jours de diéte. La nourriture influence la quantité et la
composition en protozoaires et des ingestions fréquentes favorisent le développement des
protozoaires. Si 1’alimentation est riche en glucides, les protozoaires croissent rapidement, puis
stockent I’amylopectine assurant une fermentation graduelle qui évite la formation d’acide lactique.
Le changement alimentaire doit étre progressif au risque d’entrainer la mort des ciliés, sensibles au
pH acide.

La nécessité des protozoaires est controversée : ils améliorent la digestibilité, uniformisent la

fermentation entre les repas, et seront surtout important pour les faibles rations.
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3.5. Interaction entre microorganismes du rumen

3.5.1. Relations entre bactéries du rumen

Les bactéries ont des relations symbiotiques. 1l y a des especes qui transforment des produits
déja prédigérés par d’autres. Ces interactions profitent beaucoup plus a I’hote.

3.5.2. Relations entre bactéries et protozoaires

Dans le réticulo-rumen les protozoaires et bactéries sont en compétition pour 1’utilisation de
I’ammoniac et de 1’énergie sous forme d’ATP indispensable a leur croissance. Les protozoaires
ingérent un grand nombre de bactéries (Jarrige., 1978 ; Demeyer et Van Nevel, 1979 ; Preston et
Leng, 1984). Ce double réle de compétition et de prédation que jouent les protozoaires au détriment
des bactéries explique leur contribution négative a la digestion ruminale. Des expériences de
défaunation par élimination des protozoaires tentées par Van Nevel et Demeyer (1981) ont abouti a

I‘amélioration du bilan azoté des rations et a I’augmentation de la production de viande et de laine.

3.5.3. Interactions entre bactéries - protozoaires et champignons

Tout en étant en compétition avec les bactéries, pour la colonisation des particules
alimentaires, les champignons attaquent les substrats qui sont ensuite colonisés par les bactéries
(Bauchop, 1979 ; Orpin, 1975). Orpin met en évidence le r6le prédateur que les protozoaires jouent

sur les champignons en ingérant leurs zoospores.

4- Les différents glucides dans I’alimentation des ruminants
Les constituants glucidiques des différentes cellules végétales peuvent étre classés en deux

catégories ; les glucides pariétaux et les glucides cytoplasmiques.

4.1. Les glucides pariétaux

La paroi des cellules végétales est composée de polymeres souvent complexes, d’autant plus
nombreux en proportion que la cellule est agée. lls sont responsables de la rigidité des végétaux ils
ne sont pas hydrolysables par les enzymes digestives des étres vivants supérieurs mais sont
dégrades par la flore cellulolytique (Enjalbert, F., 1996 ; Nocek, J., 1991). Ils se trouvent en grande

proportion dans les tiges des fourrages et des enveloppes des graines.
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4.1.1. La cellulose

C’est un polymere (homopolysaccharide) de glucose en liaison B 1-4, dont 1’hydrolyse
extracellulaire conduit a des dimeres de cellobiose. Elle constitue le principal glucide structural des
parois des cellules vegétales.

4.1.2. Les pectines

Constituée principalement de chaines d’acides galacturoniques, elles sont facilement
dégradables par la microflore ruminale, comme les glucides cytoplasmiques. Leur importance
quantitative reste minime dans la plupart des rations.

4.1.3. Les hémicelluloses

Ce sont des polymeres complexes (hétéropolysaccharides ou hétéropolyholosides) de
xylose, glucose, galactose, arabinose et acide glucuronique, elles sont facilement dégradées par les
enzymes microbiennes, sauf si elles sont trop liées a la lignine.

4.1.4. Lalignine

Sa structure est non glucidique mais elle est classiquement rangée parmi les glucides
pariétaux car liée aux hémicelluloses et a la cellulose. C’est un polymére complexe de composés
aromatiques phénoliques, trés difficile a dégrader. Sa proportion augmente fortement avec 1’age de
la plante.

4.2. Les glucides cytoplasmiques

Ce sont les oses et les autres glucides hydrolysables par les enzymes digestives des étres

vivants supérieurs. lls se trouvent en grande quantité dans la plupart des aliments dits « concentrés

slucides
Glucides pariétaux Glucides cytoplasmiques
(NDF) \
Heémicellulose Li|gnine Cellulose Pectines Amidon Sucres
ADF

Figure 5: Les différents glucides végétaux (Nocek J,. 1991)
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énergétiques » et un peu dans les fourrages jeunes (Figure 3).0n peut distinguer deux groupes, les
sucres solubles et I’amidon.

4.2.1. Les sucres solubles

Ce sont les oses et les diholosides ou disaccharides. Ils sont tres rapidement fermentés. Ils
représentent généralement moins de 10% des rations et sont présents dans les feuilles et les tiges
jeunes.

4.2.2. L’amidon

Constitué essentiellement d’une fraction glucidique (99%), c’est un polyholoside composé
de deux types de macromolécules reliées entre elles par des liaisons hydrogenes.

a. L’amylose

Polymere principalement linéaire de D-glucose en liaison a 1-4, avec quelques liaisons a 1-
6. En moyenne, I’amylose représente de 20 a 30 % du poids total.

b. L’amylopectine

Ramifiée, composée de D-glucose en liaison a 1-6 et o 1-4 au niveau des ramifications. Elle
est plus grosse que ’amylose et représente en moyenne 70 a 80 % du poids de ’amidon.
L’amidon se présente sous forme de granule avec un hile autour duquel on observe des zones

concentriques alternativement claires et sombres. En général les granules sont volumineux et

lenticulaires :

. Type A, petits ou sphériques, présent surtout dans les amidons des céréales

o Type B, caractéristiques des amidons de tubercules, mais présents aussi dans les céréales.
° Type C, structure intermédiaire, présent chez les légumineuse.

5- Digestion ruminale des glucides

5.1. Hydrolyse

Les microorganismes du rumen hydrolysent dans un premier temps les glucides végétaux
(cellulose, hémicelluloses, pectines, amidon, sucres) en sécrétant des polysacharidases (cellulases,
hémicellulases, pectinases, amylase) et oligosaccharidases («-D ou [-D-glucosidase, [-D-
xylosidase, R-D-galactosidase, 3-D-cellobiosidases). Les bactéries du rumen doivent se fixer aux
fragments végétaux pour les dégrader. La plupart des bactéries cellulolytiques ont aussi des activités
hémicellulolytiques. En revanche, les populations fibrolytiques et amylolytiques sont distinctes,
avec une sensibilité particuliere au pH des populations fibrolytiques.

Bien que certains protozoaires puissent se fixer sur les particules solides, ils ingerent

généralement de petites particules qu’ils digérent ensuite via leurs enzymes produites dans le sac

*



Chapitre I : Composition du microbiote ruminal Etude bibliographique

Amidon Cellulose | | Pectine Hemicellulose

Maltose Cellobiose Acide —, Xylose
galacturonique Fructose

/

Glucose ZADP 2NAD*_ Xylulose-P

2ADP
2ATP

ANADHH"*

. 2NADHH Pyruvate ADHH:
o ‘%B/
®
g 2 Lactate * 2ADP 2 Succinate *
o 2ATP \
o
= INAD* —— 2ADP \
> 2Acrylate  ZNADHH' 2ATP
+ 2 Propionate *
2NADHH'~ 2 Acétyle-CoA
INAD*+"]
i
2 Propionate * 2 Acétate Butyrate

Figure 6 : VVoies du métabolisme des glucides dans le rumen
(Jouany et al., 1995 et Moss et al.,2000)

digestif. lls possedent une activité fibrolytique et amylolytique. Les protozoaires peuvent également
stocker de I’amidon, ce qui permet notamment d’éviter les baisses importantes de pH en soustrayant
I’amidon de I’action des bactéries amylolytiques. La séquestration naturelle des protozoaires a
I’intérieur du rumen explique pourquoi le temps de contact entre les particules végétales est

suffisamment long pour permettre une digestion importante des substrats ingérés par les ciliés. Les
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champignons doivent se fixer aux fragments végétaux pour les dégrader. Ils produisent des enzymes
actives contre la cellulose et les hémicelluloses, leur présence dans le rumen améliore de 30 a 50%
la digestion des glucides pariétaux des fourrages peu digestibles comme la paille de blé (Hillaire et
al., 1990).

Des enzymes pectinolytiques, des estérases et des lyases sont produites par les protozoaires
et les bactéries. En revanche, il ne semble pas que les champignons soient capables de digérer

efficacement les substances pectiques (Hillaire et al., 1990).

5.2. La digestion de la cellulose par les bactéries cellulolytiques

Les bactéries, tout comme les champignons et les protozoaires du rumen, colonisent presque
toutes les parties des plantes qui pénétrent dans le rumen, a 1’exception des surfaces des plantes
intactes, qui ne sont colonisé par aucun microorganisme. La principale voie d’entrée de I’invasion
semble se faire via les Iésions de I’épiderme de la plante (Chesson A and Forsberg C.W., 1988). Les
bactéries associées aux particules alimentaires sont considérées comme le groupe le plus important
dans la dégradation des fibres, du fait de leur prédominance en terme de masse bactérienne, et
d’activité endoglucanasique (Minato H, et al., 1966). L’adhésion de la bactéric aux parois
cellulaires semble étre la premiére étape du processus de dégradation. Les principales espéeces
bactériennes s’attachant de la sorte sont les bactéries cellulolytiques R. albus, R. flavefaciens et F.
succinogenes. Les especes de Ruminococcus semblent s’attacher de maniere laches, alors que F.
succinogenes présente une adhésion serrée (Chesson A and Forsberg C.W., 1988).

L’adhésion de la bactérie a la cellulose au sein de I’écosysteme ruminal peut étre divisée en
quatre phases pour les trois especes précédemment citées :

(1) transport de la bactérie non motile jusqu’au substrat.

(2) adhésion non spécifique a la bactérie sur les sites disponibles de la paroi cellulaire.

(3) adhésion spécifique grace a la formation de ligands avec le substrat, formation qui
pourrait étre facilitée par des structures comme les cellulosomes ou le glycocalyx.

(4) prolifération des bactéries attachées sur des tissus potentiellement digestibles (Krause
D.O, et al., 2003). L’adhésion bactérienne peut néanmoins étre affectée par un certain nombre de
facteurs, comme la nature du substrat, les facteurs environnementaux ou encore la compétition entre

microorganismes.
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Figure 7: Incubation de papier dans une suspension de bactéries et de protozoaires ruminals

5.3. Mécanisme de digestion de la cellulose

Le complexe des enzymes cellulolytiques comprend 3 principaux types d’enzymes qui
fonctionnent en synergie pour hydrolyser la cellulose cristalline. Il s’agit des endo-p-glucanases,
des exo-B-glucanases (uniquement retrouvées chez des champignons anaérobiques dans le rumen)
et des B-glucosidases. Le mode d’action de chaque enzyme est le suivant : les endoglucanases, 1,4-
B-D-glucan glucanohydrolases et carboxyméthylcellulase scindent de maniére « aléatoire » les
chaines de cellulose en glucose et en cello-oligosaccharides. Puis les exoglucanases et 1,4-p-D
glucan cellobiohydrolases réalisent une dissociation d’unités de cellobiose a partir de I’extrémité
non réductrice de la chaine. Enfin, les B-glucosidases et cellobiases réalisent I’hydrolyse de la
cellulose en glucose (Krause D.O et al., 2003). L’inhibition par les produits terminaux, liée a une

accumulation de cellobiose, est prévenue par 1’action de la B-glucosidase.

5.4. Fermentations

Les produits issus de la phase d’hydrolyse sont principalement le glucose, le cellobiose, le
xylose et l'acide galacturonique (Russel and Gahr., 2000). Les monomeéres issus des processus
d’hydrolyse sont alors fermentés dans le cytoplasme des cellules microbiennes en AGV et gaz via le
pyruvate. Le Cz2 et le Cs sont formés a partir de I’acétyl Co-A alors que le Cs est principalement
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formé a partir du succinate ou, dans une moindre mesure, a partir de I’acrylate (via le lactate). Le Cs
et le Ce sont formés a partir de la condensation de 1’acetyl-CoA et du propionyl-coA.

Les processus de fermentation anaérobie impliquent des transferts d’hydrogene et générent
de I’énergie métabolique conservée sous la forme d’adénosine triphosphate (ATP), qui est ensuite
utilisée par les micro-organismes afin d’assurer leur fonction d’entretien et de croissance. La
partition entre les différentes voies fermentaires est régulée par des lois thermodynamiques a travers
les ratios des cofacteurs ATP/ADP et NADH2/NAD, reflétant le statut énergétique et le potentiel
redox, respectivement. Lorsque 1’énergie est en exces, les voies fermentaires générant moins d’ATP

sont favorisées (Sauvant and Van Milgen., 1995).

6- Le metabolisme énergétique ruminal

6.1. Le transfert d’énergie dans le rumen

Toutes les cellules vivantes ont besoin des oxydations pour se procurer leur énergie, dont
I’ATP est le représentant. Le processus d’oxydation consiste a transférer des ¢lectrons d’un donneur
a un accepteur : plus grande est la différence de potentiel entre les couples concernées, plus grande
est I’énergie produite. Cependant, lorsqu’un organisme ne dispose que d’un seul substrat carboné, il
est donc placé théoriqguement dans une situation sans isssue s’il ne dispose pas d’un accepteur pour
faire marcher ses oxydations. Une des situations les plus fréquentes est en milieu anaérobie ou la
cellule est privée d’un excellent accepteur d’¢lectron, I’Oxygeéne. En I’absence de ce dernier, ou
lorsque la cellule ne sait pas 1’utiliser, la parade consiste a se porter sur un accepteur provisoire
comme le NAD+, méme s’il est disponible en quantité limitée ou a fabriquer un accepteur définitif,
fatalement dérivé du substrat de départ puisqu’il n’y a rien d’autre de disponible (Pelmont G.,
1993).

Le rumen est le siege de nombreuses réactions chimiques faisant intervenir divers couples
d’oxydoréduction. La fermentation ruminale est un processus exergonique au cours de laquelle les
constituants du régime alimentaire sont convertis en produits rapidement utilisables par 1’animal.
Ces transformations génerent de I’énergie libre utilisée pour la croissance des microorganismes et
notamment les bactéries anaérobies majoritairement présentes dans le rumen. L’absence d’O2 et la
production d’agents réducteurs caractérisent le rumen comme un environnement hautement
réducteur avec des valeurs de Eh situées entre - 150 et -250 mV (Broberg G., 1952 ; Marouken M.,
1982). Puisque 1’02 n’est pas disponible en tant qu’accepteur final d’électron, d’autres moyens
d’oxydation doivent étre employés et ces réactions d’oxydation doivent étre couplées aux réactions

de réduction (Russell J.B and Strobel H.J., 1993). Les oxydations anaérobies sont incomplétes, mais
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les bactéries ruminales possedent des mécanismes de conservation d’énergie trés efficaces. Ces
bactéries sont souvent capables de se reproduire autant de fois en présence de glucose que
Escherichia coli en aérobiose, bien que 1’énergie disponible soit au moins 7 fois inférieure en
anaérobie (Russell J.B and Wallace R.J., 1989).

Les hydrates de carbone sont la source d’énergie premiére pour la croissance des
microorganismes du rumen et la majorité des bactéries fermentent ces sucres. Plusieurs modes de
fermentation existent, notamment la fermentation lactique, propionique et la méthanogénese entre
autres.

6.1.1. La fermentation lactique

Apres la glycolyse, appelée aussi voie de Emben-Meyerhof-Parnas, une molécule de glucose
subit une transformation en acide pyruvique (gain net : 2 ATP). Deux molécules en sont formées
par molécule de glucose et sont réduites en acide lactique par I’enzyme lactate déshydrogénase
selon la réaction :

CH3;-CO-COOH + NADH +H" —— CH3;-CHOH-COOH + NAD"

En somme une bactérie ruminale métabolisant le glucose sur ce principe crée son propre
accepteur d’électrons a partir du glucose. Le produit est I’acide lactique qui est rejeté dans le milieu.
De plus, la réaction est fortement faisable d’un point de vue thermodynamique, avec une différence
de potentiel standard de + 0,447 V. Le glucose est utilis¢ comme source d’énergie mais le
rendement de 1’opération est médiocre, car le glucose est transformé en grande quantité pour

produire seulement 2 ATP par molécule.

6.1.2. Les fermentations propioniques
Le propionate est le produit de fermentation de nombreuses bactéries anaérobies. En effet la

fermentation propionique a partir du glucose ou du lactate correspond aux bilans :

Glucose en propionate: C¢H1,06 + 2H, —* 2 C3Hs0; + 2H" + 2H,0

Lactate en propionate: C3HsO3 + H, —= C3Hs0, + H,0O

Le lactate est I’'un des substrats préférés des bactéries propioniques. Il y a deux voies

principales pour passer du lactate au propionate. La premiere est la voie du succinate : elle met en
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jeu la réduction du fumarate en succinate qui s’accompagne de la syntheése d’ATP. Cette réaction
est possible thermodynamiquement parce que le potentiel standard du couple fumarate/succinate est
de +0,03 V, assez éloigné du couple NAD+/NADH (-0,32 V), donnant une énergie suffisante pour
la synthése d’un ATP. Le propionate est aussi formé a partir du lactate par la voie de 1’acrylate
(Baldwin R.L. et al., 1962) via le lactyl CoA, I’acrylyl CoA et le propionyl CoA. On la trouve chez
quelques espéces comme Clostridium propionicum ( Johns A.T., 1952).

6.1.3. La méthanogénese

Les microorganismes producteurs de CH4 (méthanogénes) sont strictement anaérobies et
appartiennent au doamine des archaebactéries. Des traces d’oxygéne suffisent a les tuer, en partie
par 1’auto-oxydation de certains cofacteurs nécessaires a leur métabolisme. Elles se développent
dans des milieux réducteurs (Eh = — 180 mV). La phase liquide du rumen, caractérisée par un
potentiel redox situé entre 150 et — 250 mV, se trouve étre ’endroit de prédilection pour la
production de CH4. Ce dernier est produit essentiellement par une réduction du CO, selon la
réaction:

CO,+4H, T—* CH4+2H,0 AG® = - 134, 9 kmol™*

La réaction est exergonique et les archébactéries I’utilisent pour leur production. D’autre
part, I’hydrogene est un substrat. Il est engendré par des fermentations dans le milieu ruminal. Les
méthanogeénes vivent en association avec d’autres organismes anaérobies qui leur fournissent en
continu I’H; et le CO; indispensables pour leur croissance. Une formation de CH4 s’accompagne
d’une consommation d’H,. En d’autres termes, la méthanogénése épure 1’H, et favorise les

fermentations des autres couples présents dans le milieu.

6.2. Le microbiote ruminal détenteur d’un pouvoir réducteur

La fermentation ruminale est un processus exergonique qui convertit les aliments en AGV,
en acide lactique, en ammoniac et en méthane et d’autres gaz. L’énergie ainsi libérée est utilisée par
les microorganismes autochtones du rumen pour accroitre ou maintenir leur activité et leur
croissance. L’efficacité de 1’activité microbienne se répercute directement sur les performances
zootechniques du ruminant. La population microbienne ruminale majoritairement constituée de
bactéries anaérobies qui ne cherche qu’a accroitre sa biomasse, est parfois limitée par des
perturbations telles que 1’ingestion de certains aliments, I’eau de boisson et I’accumulation des
produits terminaux de la digestion (Remond B., 1995). Des espéces impliquées dans les

fermentations métaboliques ont éte isolées et leurs activités caractérisées (Hungate R.E., 1966).
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Puisque 1’0 n’est pas disponible en tant qu’accepteur final d’électrons, d’autres moyens de
récupération de 1’énergie, comme la respiration anaérobie, sont mis en ceuvre pour la production
d’ATP qui est I’élément énergétique ffinal, indispensable a la croissance detout le microbiote.

Le groupe des Archaea auquel appartiennent les méthanogénes, sont présentes et familieres des
environnements extrémes situés aux limites en termes de température, de pH, de salinité et/ou
d’anaérobiose (Schifer G., et al. 1999). L’absence d’oxygeéne et le niveau du Eh désignent, de ce
point de vue, le rumen comme un environnement extréme : anaérobie, hautement réducteur et

particulierement favorable a la croissance des methanogeénes (Sauer F.D and Teather R.M., 1987).

Les Archébactéries méthanogenes sont trés sensibles a la présence d’O2 et ne peuvent se
développer tant que toute trace d’O2 n'a pas été préalablement soustraite du milieu de culture (Smith
P.H and Hungate R.E., 1958). Elles captent leur énergie en réduisant le CO, comme accepteur final
d’¢électrons, en CH4. La production de CH4 semble étre plus conséquente chez des animaux a la
pature (Johnson K.A and Johnson D.E., 1995) que chez des animaux recevant des rations riches en
concentrés : la quantité de méthane est réduite de moitié a savoir de 28 a 15g de CH4/L de lait
produit (Sauvant D., 1993). Il s’agit 1a principalement d’un effet ration qui permet a 1’animal de
mieux valoriser I’énergie alimentaire en limitant les pertes sous forme de méthane, estimées a

environ 8% de I’énergie brute ingérée et 12% de 1’énergie digestible (Rochette Y. et al., 2005).
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Chapitre Il : Géneralités sur les tannins

1- Introduction

Les tannins (ou tanins) sont des substances d’origine végétale qui ont la propriété de
transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible, le cuir (Bruneton., 1999). Cette propriété
de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les fibres de
collagene de la peau.
D’un point de vue biochimique, une premiére définition a été proposée par Bate-Smith (1973) : «
les tannins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris
entre 500 et 3 000 Da et qui ont, a cOté des réactions classiques des phénols, la propriété de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ». Méme si cette définition reste valable,
elle a été complétée grace aux méthodes récentes d’analyse qui ont permis d’éclaircir la structure de
ces polyphénols.
Ainsi, les tannins sont désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant
jusqu’a 20 000 Das (Haslam, 1989; Hagerman, 2002). Selon leur structure biochimique, il est usuel
de distinguer deux classes de tannins : les tannins hydrolysables (THSs) et les tannins condensés
(TCs).

1.1. Classification biochimique des tannins

Les tannins sont des polymeres de molécules phénoliques de PM compris entre 500 et 20
000 Da (Hagerman, 2002). La structure de ces composés phénoliques comprend au moins un noyau
aromatique et un ou plusieurs groupements phénoliques. La grande famille des polyphénols s’étend
des molécules simples, comme les acides phénoliques, aux molécules hautement polymérisées,
comme les tannins.
Chez les végétaux supérieurs, il est usuel de distinguer deux groupes de tannins selon leur structure
biochimique: les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Mueller-Harvey and Mc Allan,
1992; Bruneton, 1999; Hagerman, 2002).

1.1.1. Les tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables (THs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le

glucose, et de molécules d’acide-phénol (Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999; Mueller-Harvey,
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2001). Ils sont classés selon la nature de 1’acide-phénol : les tannins galliques possedent un
acide gallique (Figure 8), alors que les tannins éllagiques ont un acide hexahydroxyphénique
(Hagerman, 2002). Les tannins éllagiques sont obtenus suite a un couplage oxydatif entre les

molécules d’acide gallique (Mueller-Harvey, 2001).
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Figure 8 : Structure des Tannins hydrolysables

(Hans-Walter Heldt and Birgit Piechulla, Plant Biochemistry, 2011)

En général, les THs ont un faible PM. Cependant, des couplages oxydatifs entre THs
peuvent produire des polymeéres de PMs importants (Mueller-Harvey, 2001). Seules les molécules
de triesters ou de PM supérieurs présentent les propriétés classiques des tannins (Bruneton, 1999).
Le terme « tannin hydrolysable » indique leur sensibilité a I’hydrolyse acide. Ils sont notamment
hydrolysés dans le tractus digestif des ruminants et leurs produits de dégradation sont absorbés. Ils
peuvent étre responsables d’intoxications, lors d’ingestion trop massive, et provoquent des 1ésions

hépatiques et rénales, décrites chez les ovins (Zhu et al., 1992) ou les bovins (Plumlee et al., 1998).

1.1.2. Les tannins condenses

1.1.2.1. Nomenclature

Les tannins condensés (TCs), ou proanthocyanidols, sont des polyphénols appartenant a la
famille des flavonoides (Mueller-Harvey and Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999). La structure
chimique des flavonoides est basée sur un systeme d’hétérocycles (Figure 6). En général, les TCs

ont des PMs plus élevés que ceux des THs (Hagerman, 1992).
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Figure 9 : Structure chimique de base des flavonoides

L’unité de base (ou monomeére) des TCs est un flavan-3-ol (Figure 9). Les TCs sont des
polymeres de flavan-3-ols liés par des liaisons de type C-C (Type B) ou C-OC (type A) (Mueller-
Harvey et Mc Allan, 1992; Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999; Feucht et Treutter, 1999; Schofield et
al., 2001).

Selon la nomenclature francaise, les noms des TCs se terminent en «-ols» car ce sont des
flavonoides (nomenclature anglaise : terminaison en «-in»). lls sont définis par la nature (et le nom)
des monomeéres qui le constituent et par la position et la stoechiométrie (a ou ) de la (ou des)
liaison(s) interflavanique(s).

Par définition, les homo-polymeres sont des TCs présentant uniquement une classe de flavan-3-ols
dans leur structure (Figure 9) (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Hagerman, 2002). A I’inverse,
les hétéro-polymeéres peuvent contenir des monomeéres de classes différentes (Mueller-Harvey et Mc
Allan, 1992; Hedquvist et al., 2000).

En fonction de leur degré de polymérisation (nombre de flavan-3-ols composant le TC),
généralement les oligoméres, comprenant de 2 & 10 monomeéres, sont distingués des polymeres

contenant plus de 10 monomeres.
1.1.2.2. Structure biochimique des flavan-3-ols

La présence d’un hydrogéne (H) ou d’un groupement hydroxyl (OH) aux positions R1, R2 et
R3 permet d’identifier les flavan-3-ols (Figure 10).

1~ T <
B —
=1

OH

Figure 10 : Structure chimique du flavan-3-ols
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Tableau 1: Les différentes classes de polymeres dérivant des flavan-3-ols

Flavan-3-ols Classes R1 | R2 | R3 | Nombre
Des homo-polymeres de fonctions OH
Catéchol (C) Procyanidols OH/H |H |5
Epicatéchol (EC) Procyanidols H | OH 5
Gallocatéchol (GC) Prodelphinidols OH/H |OH |6
Epigallocatéchol (EGC) | Prodelphinidols H |OH|OH |6
Fisétinidinol Profisetidinols H |[H |H |4
Robinétidiol Prorobinétinidols H |[H |OH|5

En fait, les monomeres des prodelphinidols (ou prodelphinidins) (PDs) sont différenciés de
ceux des procyanidols (ou procyanidins) (PCs) par la présence d’un groupement OH en position R3,
ce qui leur confere une capacité accrue a se fixer aux protéines (Aerts et al., 1999; Schofield et al.,
2001). Parfois, le flavan-3-ol est estérifié a un acide gallique en position R2 (Figure 7) (Mueller-
Harvey and Mc Allan., 1992). La présence d’un ou plusieurs acides galliques modifie les propriétés

biologiques des TCs (Schofield et al., 2001; Hagerman, 2002).

1.1.2.3. Structure biochimique des polymeéres

Les végétaux supérieurs contiennent majoritairement deux classes d’homopolymeéres : les
PCs composés uniquement de catéchol (C) ou d’épicathécol (EC) et les PDs constitués seulement
de gallocathéchol (GC) ou d’épigallocathécol (EGC) (Figure 11) (Mueller-Harvey and Mc Allan.,
1992; Bruneton., 1999).

Deux autres classes d’homo-TCs sont plus rarement rencontrées : les profisétidinols
(profisetinidins) et les prorobinétinidols (prorobinetinidins) (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992;
Collingborn et al., 2000). Néanmoins, des hétéro-oligomeres, composés a la fois de C ou EC et de
GC ou EGC, ont également été identifiés chez certaines plantes (Mueller-Harvey and McAllan.,
1992), comme le sainfoin (Marais et al., 2000). Les liaisons interflavaniques sont majoritairement
de type Carbone-Carbone (Type B) et surtout établies entre le Cs du monomeére terminal et le Ce du
monomeére additionné. Cependant des liaisons entre le Ce du monomere terminal et le Cs du
monomere additionné sont parfois décrites (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999;
Feucht et Treutter, 1999; Hagerman, 2002). Par conséquent, les TCs peuvent présenter soit une

structure linéaire (uniquement des liaisons C4-Cs) (exemple des TCs des grains de sorgho), soit une
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structure branchée (liaisons Cs-Cs et C4-Cs) (exemple les TCs du quebracho) (Hagerman, 2002)
(Figurell).

i oH

OH
HO p-d
H
HO OH
R
R = H : procyvanidines OH

R=OH : prodelphinidines ¥ oH

Liaison interflavane Cg-Cy

Figure 11 : Structure des tannins condenses (Bruneton, 1999; Hagerman, 2002).

Un second type de liaison (Type A) a été décrit chez les TCs, qui fait intervenir a la fois une
liaison Ca-Cs et une liaison C2-O-C7 entre deux monomeres (Mueller- Harvey et Mc Allan, 1992;
Mueller-Harvey, 2006) (Figure 12).

Figure 12. Structure chimique du dimére A2 (procyanidol)

Il est intéressant de noter que le degré de polymérisation des TCs est trés variable selon la
plante. Par exemple, il a été montre que les grains de raisin contiennent des TCs composés de 2 a 17

monomeres (Prieur et al., 1994) alors que ceux du sainfoin sont généralement composes de 5 a 8
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monomeéres (Koupai- Abyazani et al., 1993). Des TCs de plus haut degré de polymérisation
existeraient mais leur insolubilité rend leur analyse difficile (Mueller-Harvey, 2006).

1.1.2.4. Biosynthese des tannins condensés

Chimiquement, la formation des TCs implique des flavan-3,4-diols qui sont des Molécules
tres réactives. Ces flavan-3,4-diols donnent des carbocations qui réagissent sur les carbones
nucléophiles en position 8 ou 6 d’un flavan-3-ol (Bruneton, 1999; Schofield et al., 2001).

Les flavan-3-ols et les TCs sont issus de la voie métabolique du phénylpropanoide
(Weisshaar and Jenkins., 1998), qui conduit également a la synthése des flavonoides (Mueller-
Harvey et Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999). Néanmoins, bien que la voie de biosynthese des
flavonoides soit bien connue, les étapes de condensation et de polymérisation des TCs restent mal
définies (Mueller- Harvey and Mc Allan., 1992; Hagerman, 2002). Les précurseurs de la synthése
des flavonoides sont la phénylalanine et I’acétate (Mueller-Harvey and Mc Allan., 1992). Les
premiéres étapes de la synthése des flavan-3-ols seraient communes a celles des anthocyanes et
auraient lieu dans le cytoplasme alors que la maturation et la polymérisation des TCs aurait lieu

dans la vacuole des cellules végétales (Aerts et al., 1999; Waghorn., 2008 ) (Figure 13).
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Figure 13 : Etapes de la biosynthése des tannins condensés (Aerts et al,. 1999).
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2- Propriétés des tannins

La structure chimique des tannins présente de nombreux groupements hydroxyles et phénoliques
qui leur conférent la propriété de former des complexes avec de nombreuses macromolécules, telles
que des protéines et des hydrates de carbones, ou encore avec des ions métalliques (Mueller-Harvey
and Mc Allan., 1992; Bravo., 1998).

2.1. Les propriétés physico-chimiques des tannins

2.1.1. Solubilité des tannins

La solubilité des tannins dans 1’eau dépend de leur poids moléculaire et de leur degré de
polymérisation (Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999). Les tannins sont également solubles dans
I’acétone et les alcools. C’est pour cette raison que l’extraction des tannins est généralement

réalisée par une solution acétone-eau ou méthanol-eau (Makkar H.P.S., 2000).

2.1.2. Liaisons aux protéines

Les tannins se fixent a la quasi-totalité des protéines, formant ainsi des complexes insolubles
a pH physiologique (pH 7.4) (Zimmer et Cordesse, 1996). En plus de former des liaisons directes
avec des proteines, les tannins etablissent des « ponts » entre les protéines, ce qui entraine leur
précipitation (Zimmer et Cordesse, 1996; Bruneton, 1999). Néanmoins, le degré de complexation
des tannins avec les protéines dépend de la structure et de la configuration tridimensionnelle des
molécules impliquées (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Waterman, 1999; Poncet-Legrand et al.,
2006).

Les tannins a PM trop important avec un encombrement stérique associé, ne peuvent se fixer
aux protéines (Hagerman, 1992; Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Jean-Blain, 1998). La liaison
aux protéines dépend également de la nature chimique (composition) des tannins (Bravo, 1998;
Feucht et Treutter, 1999; Waterman, 1999; Bennick, 2002), tres affins pour les protéines de
conformation ouverte, de PM supérieur a 20 kDas et riches en acides aminés hydrophobes (proline
et hydroxy-proline) (Hagerman, 1992; Zimmer et Cordesse, 1996; Jean-Blain, 1998). De plus, la
précipitation des protéines est favorisée au pH isoelectrique des protéines mises en jeu (Hagerman,
1992; Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Zimmer et Cordesse, 1996).

Enfin, la complexation des molécules de tannin et des protéines est étroitement dépendante des
conditions du milieu, tels le pH, la température, la force ionique ou de la présence de molécules

compétitrices. En fonction de ces conditions, deux types de complexation sont distinguées :

=
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e Une complexation reversible
En conditions non oxydantes et dans la gamme de pH autour de 7, les interactions entre tannins et
protéines s’établissent par des liaisons réversibles (liaisons hydrogénes ou d’interactions
hydrophobes) (Mueller-Harvey and Mc Allan, 1992; Zimmer and Cordesse, 1996; Jean-Blain,
1998; Bruneton, 1999; Bennick, 2002; Hagerman, 2002; Poncet-Legrand et al., 2006). Ce
mécanisme de complexation de surface semble étre non spécifique.
e Une complexation irréversible
En conditions de stress oxydatif, les fonctions phénols des tannins ont tendance a s’auto-oxyder en
O-quinones. Ces dernieres interagissent avec les protéines par des liaisons covalentes irréversibles
(Bruneton, 1999; Feucht and Treutter, 1999). Enfin, la stabilité des complexes ‘tannin/protéine’
dépend également des conditions du milieu. Elle serait maximale dans une gamme de pH compris
entre pH3.5 et pH7.0 (Jones and Mangan, 1977).
1.1.3. Liaison aux acides nucléiques
Les tannins peuvent également former des complexes avec les acides nucléiques (Mueller-
Harvey et Mc Allan, 1992). Des dérivés de ’acide tannique interagissaient avec I’ADN induisant
des modifications conformationnelles (Labieniec et Gabryelak (2006).
1.1.4. Chélation d’ions métalliques
Les tannins ont la propriété de chélater les ions ferriques et cuivriques. Ainsi, I’acide
tannique chélate les ions ferriques par ces groupements gallates, ce qui limite 1’absorption

intestinale du fer non-hémique (Hagerman, 2002).

2.2. Les propriétés biologiques des tannins
Les propriétés biologiques des tannins découlent de leurs propriétés physicochimiques.

2.2.1. Inhibition des enzymes

L’une des conséquences directes de la capacité des tannins a complexer les protéines est
I’inactivation des enzymes, Soit directement par fixation aux sites actifs, soit indirectement par
I’encombrement stérique créé par la fixation des molécules de tannins sur I’enzyme (Zimmer and
Cordesse, 1996).

2.2.2. Activité anti-oxydante

De nombreux tannins présentent des propriétés anti-oxydantes par le piégeage des radicaux
libres ou encore par I’inactivation des ions pro-oxydants (Bruneton, 1999; Feucht and Treutter,
1999; Hassig et al., 1999; Lim et al., 2007). Grace a leurs fonctions phénoliques, qui ont un fort
caractere nucléophile, les tannins sont d’excellents piégeurs de radicaux libres. Les radicaux libres,

tels le fer et le cuivre sous forme libre, sont des especes chimiques instables et tres réactives. Ils
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s’attaquent a I’ADN et perturbent le processus de réplication, induisant des mutations cancérogenes.
Ainsi, des activités antimutagenes et anticancéreux ont été attribuées a certains tannins en raison de
leur propriété anti-oxydante (Chung et al., 1998; Jung and Ellis, 2001; Richelle et al., 2001).

2.2.3. Effet antiseptique

Les tannins ont  une activité antiseptique (Chung et al., 1998; Bruneton, 1999). Certaines
drogues a tannins présenteraient des effets antimicrobiens (Chung et al., 1998; Hatano et al., 2005;
Song et al., 2006), antifongiques (Baba-Moussa et al., 1999; Bruneton, 1999) ou antiviraux (Chung
et al., 1998; Yamaguchi et al., 2002; Song et al., 2005).

3- Analyses biochimiques des tannins

En raison de leurs structures complexes et variées, I’analyse des tannins est délicate et leur
dosage souvent difficile. Cependant, des méthodes de dosage des tannins totaux (TTs) ont été
développées, basées sur leurs propriétés physicochimiques ou biologiques. Parallélement, des

méthodes ont été proposées pour doser spécifiquement les THs ou les TCs.

3.1. Dosages des tannins totaux

3.1.1. Méthode chimique de Folin-Ciocalteau

La méthode de Folin-Ciocalteau (réactif spécifique des phénols) se décompose en deux
dosages colorimétriques successifs : le dosage des phénols totaux puis le dosage des phénols non-
tanniques d’un extrait acétonique (Bruneton, 1999; Makkar, 2000). Ce second dosage est réalisé
apres la déplétion des tannins de I’extrait par le polyvinyl pyrrolidone (PVPP) (Makkar, 2000;
Schofield et al., 2001). Le PVPP est une molécule capable de se lier aux tannins présents dans
I’extrait en complexes « tannin/PVPP », retirés de 1’extrait par centrifugation (Makkar et al., 1995).
Indirectement, la teneur en tannins totaux (TTs) d’un échantillon est alors déterminée par la
différence entre les teneurs en phénols totaux et en phénols non-tanniques.

3.1.2. Méthodes biologiques

Il existe diverses méthodes de dosage des TTs fondées sur leur propriété a se fixer aux
protéines :

e La méthode traditionnelle, utilisant de la poudre de peau, est appliquée dans le cas des
drogues officinales (Bruneton, 1999; Pharmacopée-Européenne, 2001).

e laméthode de la diffusion radiale (avec de 1’albumine bovine ou du rubesco inclus dans
un gel d’agarose) est une méthode simple qui permet le dosage simultané de nombreux échantillons

(Makkar, 2000; Hagerman, 2002; Mueller-Harvey, 2006) ;

\ﬂ
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e les techniques basées sur 1’inhibition d’enzyme (3-glucosidase ; trypsine ; alkaline
phosphastase) sont des méthodes tres sensibles (Schofield et al., 2001);

e une méthode basée sur la propriété des tannins a réduire la production de gaz lors de
fermentations anaérobies a également été développée (Makkar et al., 1995; Makkar H.P.S., 2000;
Mueller-Harvey., 2006).

3.2. Analyse des tannins hydrolysables

Pour le dosage des THs, il est possible d’évaluer la concentration en tannins galliques et
¢llagiques distinctement. Apreés une hydrolyse sulfurique, 1’acide gallique libéré est dosé par la
méthode a la rhodanine alors que 1’acide ¢éllagique est dos¢é a 1’aide de la méthode a 1’acide nitreux
(Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999; Makkar H.P.S., 2000; Mueller-Harvey., 2001). Ces deux
méthodes colorimétriques peuvent étre complétées par une analyse qualitative et quantitative en
RMN ou en spectrométrie de masse (Mueller-Harvey, 2001).

3.3. Dosages spécifiques et analyses des tannins condensés

Dans la plante, les TCs sont présents sous différentes formes : libres ou liés, c’est a dire ceux
fixés aux protéines ou aux fibres de la plante (Schofield et al., 2001). L’existence de ces deux
formes (libres ou liés) rend le dosage des TCs plus délicat.
En général, les TCs sont majoritairement présents sous forme libre (Terrill et al., 1992b).
Cependant les conditions de stockage, de séchage et d’extraction des échantillons peuvent
influencer la proportion de TCs liés/libres (Schofield et al., 2001).
Afin de doser les TCs liés, un traitement par des agents chimiques, tel que le sodium dodécyl
sulfate, est réalisé ultérieurement a I’étape d’extraction, afin de rompre les liaisons protéines-TCs et
fibres-TCs et de libérer ainsi les TCs liés (Makkar H.P.S., 2000).
Le dosage des TCs peut ensuite étre réalisé par diverses méthodes colorimétriques :

e la méthode a la vanilline est tres utilisée dans les études en nutrition. Cette méthode dépend
de la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des TCs et la formation de
complexes colorés (Makkar H.P.S., 2000; Schofield et al., 2001). Cependant cette réaction n’est pas
spécifique aux TCs mais de maniére générale aux flavanols (Hagerman, 2002).

e la méthode du Butanol-HCI, développée par Porter et al.(1986) est basée sur la réaction de
dépolymérisation des TCs en milieu acide. Cette réaction conduit a la libération des
anthocyanidines (molécules colorées) correspondant aux monomeres clivés (Jean-Blain, 1998;
(Makkar H.P.S., 2000; Schofield et al., 2001). Elle permet un dosage semi-quantitatif des TCs car
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les monomeéres terminaux libérés ne donnent pas les anthocyanidines correspondants et, par
consequent, ils ne sont pas dosés (Schofield et al., 2001). Cependant, la méthode au Butanol-HCI
reste la méthode la plus utilisée (Makkar H.P.S. 2000; Schofield et al., 2001; Hagerman., 2002;
Lazarus et al., 2003).

e la méthode au DMACA (p-Dimethylaminocinnamaldehyde) permet le dosage des flavan-3
ols, les monomeres des TCs (Treutter, 1989; Li et al., 1996; Feucht and Treutter, 1999). Cette
méthode colorimétrique trés sensible aux monomeres 1’est moins aux polyméres (Gutmann et
Feucht, 1994). L’analyse qualitative et quantitative des TCs d’un échantillon peut étre réalisée par
thiolyse, une méthode basée sur le clivage des liaisons interflavanique en présence d’un nucléophile
(par exemple : le toluéne-a-thiol) (Guyot et al., 2001; Mueller-Harvey, 2006).

Lors d’études nutrition animale, 1’analyse des échantillons est généralement réalisée par le
dosage des TTs et des TCs, en associant des méthodes chimiques (Butanol-HCI et Folin-Ciocalteu

par exemple) et des méthodes biologiques (Utilisation du PEG).

4- Plantes a tannins

4.1. Les plantes a tannins hydrolysables

Les THs sont présents chez certaines familles d’Angiospermes dicotylédones et quelques
familles de Fagacea, d’Anacardiacea, d’Anacardium et de Geraniaceae (Bruneton, 1999). Par

contre, ils sont absents des Gymnospermes et des Monocotylédones (Jean-Blain, 1998).

4.2. Les plantes a tannins condenses

Les TCs sont en général plus répandus dans le régne végétal et plus abondants dans les
plantes que les THs (Jean-Blain., 1998). Les TCs se rencontrent chez de nombreuses plantes
vasculaires chez les Angiospermes et les Gymnospermes (Bruneton., 1999). Certaines especes de
Pinaceae (pin), de Fagaceae (chéne et chataignier), de Rosidae (acacia) et de Rosaceae (pommier,
fraisier) contiennent de fortes quantités de TCs (> 5% de la MS). Parmi les Fabaceae
(Iégumineuses), certaines especes de légumineuses fourrageres, telles que le sainfoin (Onobrychis
viciifolia), le sulla (Hedysarium coronarium) et les lotiers pédonculé et corniculé (Lotus
pedonculatus et L. corniculatus), contiennent des TCs en quantité non négligeable (2 a 5% de la
MS). Par contre, les plantes herbacées de la famille des Poaceae, tel que le ray-grass anglais
(Lolium perenne L.), ou d’autres représentants de la famille des légumineuses, comme la luzerne
cultivée (Medicago sativa L.) et le tréfle blanc (Trifolium repens L.), présentent des quantites tres
faibles ou non détectables de TCs.

.
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4.3. Role des tannins dans les plantes

Les tannins sont des métabolites secondaires des végétaux (Mueller-Harvey et Mc Allan,
1992; Bruneton, 1999), c’est a dire des substances non-essentielles pour la croissance de la plante.
Par contre, les tannins jouent un réle dans la defense des plantes face aux agressions. La synthése
des tannins est I’un des mécanismes de défense des plantes contre les attaques des phytopathogénes.
Par exemple, une accumulation de tannins a été observée dans les zones d’invasion de la plante par
des bacteries, des champignons ou par des nématodes, ce qui inhiberait leur développement (Feucht
et Treutter, 1999; Collingborn et al., 2000). Les tannins sont aussi un moyen de défense contre les
agressions des prédateurs tels les insectes et les mammiferes herbivores (Mueller-Harvey and Mc
Allan, 1992; Woodward and Coppock, 1995; Feucht et al., 1997). 1l a été montré que I’ingestion de
tannins affecte I’intégrité du tube digestif des insectes phytophages (Ayres et al., 1997). De plus, la
présence des tannins rend les plantes moins appétentes pour les mammiferes herbivores, a cause de
la sensation d’astringence résultant de leur consommation. Cette astringence conduit alors a un arrét
de la consommation et protége ainsi les végétaux d’une prédation excessive (Jean-Blain, 1998;

Bennick, 2002).

4.4. Localisation des tannins dans la plante

Chez les végétaux, tous les organes peuvent contenir des tannins : racines, rhizomes, écorce,
bois, feuilles, fleurs, fruits et cynorrhodons (faux-fruits des rosacées), graines. Malgré tout, la
localisation des tannins differe selon les organes. Les tannins sont majoritairement stockés dans les
tissus épidermiques et subépidermiques, mais peuvent étre aussi présents dans le péricarpe des
fruits et des racines. Dans une méme espéce végétale synthétisant les deux classes de tannins, il y a

une distribution des THSs et des TCs dans des organes différents de la plantes (Jean- Blain, 1998).

-

Figure 14: Micrographie montrant les TCs fixés a I’osmium (plages noires) d’une foliole

de Sainfoin (Onobrychis vicifolia Scop.)

o

o



Chapitre Il : Genéralités sur les tanins Etude bibliographique

De méme, au niveau cellulaire, les THs sont majoritairement présents dans les parois
cellulaires et les espaces intracellulaires, alors que les TCs sont surtout stockés dans des vacuoles
intracellulaires (figure 14) sous forme libre et, en proportion variable, liés aux fibres des parois

cellulaires ou aux protéines cellulaires (Terrill et al., 1992b; Frutos et al., 2002).

4.5. Facteurs de variation de la teneur en tannins

La teneur en tannins d’une plante varie en fonction de plusieurs facteurs intrinseques, tels
que I’espéce et la variété, la partie ou le stade végétales, et extrinséques, comme les conditions
climatiques, pédologiques ou le stress de prédation (Mueller-Harvey and Mc Allan, 1992; Jean-
Blain, 1998; Norton, 1999; Waterman, 1999).

4.5.1. L’espéce végétale et la variété

Au sein d’une méme famille botanique, les especes végétales présentent des différences de
teneur et de nature des tannins. Pour prendre le seul exemple des légumineuses, la concentration en
TCs différe largement : 0,3g TCs/Kg de la MS dans le trefle, 30g TCs/Kg MS dans le sainfoin
(Koupai-Abyazani et al., 1993; Marais et al., 2000), 35g TCs/Kg MS dans le sulla (Hoskin et al.,
2000).
Au sein d’un méme genre, il existe aussi des différences entre espéces. Des travaux ont mesuré des
teneurs en TCs différentes entre le lotier pédonculé (L.pedunculatus)(77g TCs/Kg MS) (Foo et al.,
1997) et le lotier corniculé (L.corniculatus) (48g TCs/Kg MS) (Foo et al., 1996). Enfin, des
variations de concentration en TCs ont été observeées entre les diverses variétés d’une méme espéce
de lotier corniculé (L.corniculatus) (Hedgvist et al., 2000) ou de sainfoin (O.viciifolia) (Barrau,
2004).

4.5.2. La partie végétale

Les différents organes de la plante présentent des teneurs en tannins variables. En général,
les plus fortes concentrations sont mesurées dans les fruits, les fleurs et les feuilles, et dérisoirement
dans les tiges. Par exemple, il a été mesuré que les feuilles, les fleurs et les tiges de sainfoin
contiennent respectivement 0,31%, 0,30% et 0,07% de tannins (Barrau, 2004).

4.5.3. Le stade vegétal

Pour une espéce donnée, le stade végetatif influence également la teneur en tannins (Jean-
Blain, 1998). Généralement, lors de la croissance de I’appareil végétatif, il y a une dilution des
tannins. Dans les feuilles, la quantité et la qualité des tannins changent lors de la maturation. De

méme que la teneur en tannins diminue généralement lors du marissement des fruits.
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Par exemple, la maturation des feuilles de chéne entre Avril et Septembre est accompagnée par des
modifications de la teneur et de la structure (augmentation du degré de polymeérisation) des tannins
(Makkar H.P.S., et al., 1991). Un processus similaire a été observé chez les légumineuses. Ainsi, la
teneur en TCs du sainfoin varie de 27 a 169/Kg de la MS pendant la phase de croissance (Borreani
et al., 2003).

La qualité des TCs varie aussi en fonction du stade végétatif (Koupai-Abyazani et al., 1993;
Marais et al., 2000). Lors de la maturation des feuilles de sainfoin, des variations du degré de
polymérisation (de 5 a 8,5) et du pourcentage de Prodelphinidols (de 60 a 95%) ont été observées
(Koupai-Abyazani et al., 1993).

4.5.4. Les conditions environnementales

La synthése des tannins est généralement augmentée en réponse a un stress
environnemental, quelque soit son origine : stress hydrique, appauvrissement du sol, ensoleillement
trop fort (Bennick, 2002). De plus, la proportion de TCs sous forme libre ou liée aux fibres ou aux
protéines est également sous 1’influence des conditions climatiques et du stress nutritif (Frutos et
al., 2002). Ainsi, aprés une longue période de sécheresse, Feucht et al. (1997) ont observé une
augmentation de 7,4 fois de la teneur en flavan-3-ols dans des feuilles jaunissantes d’hétre par
rapport aux feuilles vertes. La nature du sol affecterait aussi la qualité des TCs, puisque les grains
de raisin cultivés sur un sol sableux avec peu de réserve en eau présentent une proportion de PDs
plus faible que ceux cultivés sur un sol plus riche (Cadot and Mifiana Castell6, 2006).

Un stress engendré par I’agression des végétaux par des herbivores ou des pathogenes induit
une synthése accrue de métabolites secondaires et un stockage important de tannins, en particulier
des TCs, au niveau de la zone attaquée (Woodward and Coppock, 1995; Feucht et al., 1997).

5- Les effets des tannins chez les ruminants

La consommation de plantes riches en tannins induit des effets contradictoires chez les
ruminants. Il est important de distinguer les effets produits par les THs de ceux dus aux TCs.
Les THs peuvent étre responsables d’intoxications séveres, voire mortelles. A 1’inverse, les TCs
sont considérés comme étant de moindre toxicité, en particulier chez les ruminants et méme si
I’ingestion de grandes quantités de TCs peut avoir des effets néfastes sur les parametres
zootechniques et la physiologie digestive des animaux. Par ailleurs, les TCs ont été associés a des

effets bénéfiques sur la santé et la production animale lorsqu’ils sont ingérés de fagon modérée.
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5.1. Effets des tannins hydrolysables

Les empoisonnements d’animaux apres la consommation de plantes riches en tannins sont
attribués a la présence de THs, en particulier de gallotannins (Mc Sweeney et al., 2001; Makkar,
2003), responsables d’intoxications séveéres chez les diverses espéces animales (Zhu et al., 1992;
Reed, 1995; Butter et al., 1999; Norton, 1999; Min et al., 2003; Mueller-Harvey, 2006).
Chez les ruminants, les THs sont hydrolysés par des bactéries dans le rumen provoquant la
libération des acides galliques qui sont ensuite décarboxylés en pyrogallol, lui méme converti en
résorcinol (Singh et al., 2001; Min et al., 2003). Ces produits de dégradation sont ensuite absorbés
et circulent dans le sang. Or, les métabolites de 1’acide tannique, le résorcinol et le punicalagin, sont
hépato- et néphro-toxiques (Mueller-Harvey, 2006).
Néanmoins, des études menées sur des intoxications expérimentales chez les ruminants ont montré
que la toxicité des THs dépend de la qualité (structure chimique, PM) et de la quantité (dose) des
THs ingérés (Zhu et al., 1992; Frutos et al., 2004).

5.2. Effets des tannins condensés

Pour les TCs, il semble que le principe « la dose fait le poison » reste valide, puisque des
effets néfastes sur la production et la santé des animaux sont observés uniquement lors d’ingestions
massives de TCs. Un apport faible a modéré de TCs produit des effets positifs alors que la
consommation de plantes présentant des teneurs élevées en TCs aboutit & des effets néfastes sur les
parametres zootechniques, la physiologie digestive et la santé des animaux (Aerts et al., 1999;
Butter et al., 1999; Mbhata et al., 2002; Hervas et al., 2003; Min et al., 2003; Waghorn et Mc Nabb,
2003). Néanmoins, contrairement aux THSs, les TCs sont rarement associés a une toxicité aiglie chez
les ruminants (Butter et al., 1999).

Tableau 2 : Effets des TCs sur la nutrition des petits ruminants.

Teneuren TC Conséquences Effets observés

<a2% Nulles ou faibles Aucun effet sur I’ingestion volontaire

Augmentation de I’absorption d’acides aminés
Augmentation du taux ovulation
2a 5% Béneéfiques Augmentation de la production laine

Augmentation du taux de croissance

Baisse du niveau d’ingestion
Réduction de I’absorption d’acides aminés

>a7% Néfastes Baisse de la production laine

Réduction du taux de croissance

&
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Il est courant de distinguer trois types de conséquences en fonction de la teneur en TCs (Aerts et al.,
1999; Barry and Mc Nabb, 1999; Paolini, 2004) (voir tableau 2).

5.2.1. Effets bénéfiques des tannins condenses
Chez les ruminants, 1’ingestion de quantités faibles a modérées (<45g TCs/Kg MS, dans le

cas des légumineuses) de TCs a été associée a des effets bénéfiques sur les parametres
zootechniques, sur la physiologie digestive et sur la santé (Barry and Mc Nabb, 1999).

5.2.1.1. Amélioration des parametres zootechniques

v Croissance et gain de poids

La consommation de plantes contenant des TCs en quantité modérée influe sur la croissance des
jeunes animaux (Leathwick et Athkinson, 1996; Waghorn et Mc Nabb, 2003; Ramirez-Restrepo et
al., 2005; Rochfort et al., 2008). Ainsi, un gain de poids moyen de 8% a été observé chez des
agneaux recevant du lotier corniculé (Lotus corniculatus ; 2-4% TCs de la MS) (Aerts et al., 1999).
De méme, chez des bovins, la consommation de feuilles de saule (Salix sp.; 2,7% TCs de la MS) a
permis de meilleurs gains de poids, lors du paturage sur prairie pauvre pendant I’été, par rapport aux
animaux ne consommant pas de TCs (Moore et al., 2003).

v Production et qualité du lait

Chez les ruminants, I’ingestion de TCs influence le niveau de production et la qualité du lait
(Aerts et al., 1999; Min et al., 2003; Molle et al., 2003; Waghorn and Mc Nabb, 2003; Rochfort et
al., 2008). Lors d’une période de consommation de lotier corniculé (L.corniculatus), la production
laitiere a ainsi augmenté de 60% chez les bovins et de 21% chez les ovins (Min et al., 2003). De
méme, chez des brebis en lactation, il a été montré que la distribution de foin ou d’ensilage de sulla
(Hedysarium coronarium) a été associée a une augmentation de la production de lait (Leto et al.,
2002), sans que celle-ci soit associée a une augmentation de 1’ingestion.
Les TCs affecteraient aussi la composition du lait. Ainsi, il a été observé une augmentation du taux
protéique de 10% chez des vaches et de 12% chez brebis ingérant des TCs, ainsi que le taux de
lactose (14% chez les brebis), par rapport aux animaux témoins (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003;
Rochfort et al., 2008). Leto et al. (2002) ont également remarqué une modification de la
composition du lait.

v Production de laine

Comme la production de lait, ’effet de I’ingestion de TCs sur la production de laine est
directement lié a leur teneur dans la ration (Aerts et al., 1999; Min et al., 2003). Ainsi, un apport
modéré de TCs, de I’ordre de 2 a 4% de la ration, a été associé a une augmentation de la production.

Par exemple, la consommation de lotier corniculé a induit une augmentation de 11% de la
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production de laine chez des ovins (Luque et al., 2000), qui serait due a une absorption accrue
d’acides aminés, en particulier de cystéine, indispensable pour la synthése de la laine (Mc Nabb et
al., 1993).

v Les performances reproductives

Peu d’études ont considéré les effets potentiels des TCs sur la reproduction. Cependant,
quelques unes ont montré que la consommation d’une légumineuse fourragére riche en TCs induit
de meilleures performances reproductives chez les brebis, mesurées par une augmentation du taux
d’ovulation (Min et al., 2001; Rochfort et al., 2008). Luque et al. (2000) observent une
augmentation du taux d’ovulation des brebis paturant du lotier corniculé. De méme, une corrélation
positive entre le nombre de jours de pature sur du lotier corniculé (2 a 3% TCs) et le taux
d’ovulation des brebis a été notée (Ramirez-Restrepo et Barry, 2005).

5.2.1.2. Absence d’effet sur I’ingestion volontaire d’aliments

La mastication des plantes entraine la rupture des parois cellulaires, libérant ainsi les TCs
contenus dans les vacuoles, dans la bouche de I’animal. Cette libération des TCs entraine des effets
sur I’ingestion volontaire d’aliments et peut modifier les fonctions ruminales et post-ruminales.
Toutefois, pour les légumineuses tempérées, lorsque la teneur en TCs est faible a modérée (< 4.5%
de la MS), la prise d’aliment n’est pas modifiée (Waghorn et al., 1987; Terrill et al., 1992a).

5.2.1.3. Effets sur la digestion des aliments

Les TCs affectent les différentes étapes de la digestion. En fait, leurs effets sur les

parametres zootechniques découlent des effets sur les transformations successives des aliments au
niveau ruminal et post-ruminal. Chez les ruminants, le compartiment ruminal se caractérise par un
pH de 6 a 7. A ces valeurs, les complexes formés TCs-protéines sont stables (Aerts et al., 1999).
Butter et al. (1999) ont proposé un schéma de la complexation et la dissociation des TCs avec les
protéines alimentaires chez les ruminants selon le pH.

v’ Effets sur la production de méthane

L’effet bénéfique des TCs dans le rumen est lié a la protection des protéines vis a vis des
dégradations ruminales. La complexation des TCs avec les protéines alimentaires ou leur fixation
aux enzymes bactériennes réduisent globalement la protéolyse ruminale (Zimmer and Cordesse,
1996; Jean-Blain, 1998; Aerts et al., 1999; Min et al., 2003). Ces phénoménes ont notamment été
décrits chez des ruminants consommant des légumineuses fourrageres (Theodorou et al., 1999).
L’une des conséquences principales en est la réduction de la production de méthane et
d’ammoniaque (Mc Nabb et al., 1993; Theodorou et al., 1999; Hess et al., 2006a; Hess et al.,
2006b; Animut et al., 2008 ).
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Certaines légumineuses (Acacia, sainfoin, lotier, sulla...) sont riches en tanins condensés qui
limitent & la fois la dégradation des protéines alimentaires et la méthanogenése ruminale (Martin et
al., 2006). A titre d’exemple, le lotier et le sulla ont diminué, de 50 et 30% respectivement, la
méthanogenése (exprimée en g CH4/kg gain de poids) chez des agneaux en croissance (Waghorn et
Clark, 2006). Ceci s’expliquerait par un effet direct des tanins sur I’activit¢é des archae
méthanogenes et par un effet indirect en diminuant la digestion des parois végétales (Tavendale et
al., 2005).

v’ Effets post-ruminaux

La protection des protéines alimentaires dans le rumen induit une augmentation du flux de
protéines assimilables au niveau de I’intestin et, par conséquent, une 1’absorption accrue en acides
aminés (Mc Nabb et al., 1993; Barry et Mc Nabb, 1999;Theodorou et al., 1999; Makkar, 2003; Min
et al., 2003; Waghorn, 2008 ). Selon Butter et al. (1999), le pH acide de I’abomasum induit une
dissociation des complexes TCs-protéines et la libération des protéines et des acides aminés
permettant ainsi leur digestion et leur absorption au niveau intestinal (Zimmer et Cordesse, 1996;
Butter et al., 1999; Mc Sweeney et al., 2001; Mc Sweeney et al., 2008 in press; Waghorn, 2008 ).
Une augmentation de 50% du flux d’azote post-ruminal a été mesurée chez des ovins consommant
du lotier corniculé par rapport aux animaux témoins (Waghorn et al., 1987).

5.2.1.4. Effets sur la santé des animaux

La consommation modérée de plantes riches en TCs a été associée a des effets bénéfiques sur la
santé des ruminants (Waghorn and Mc Nabb, 2003). Ces effets ont surtout été évalués a partir de
données sur les légumineuses fourrageres (Min et al., 2003; Ramirez-Restrepo and Barry, 2005).

v Prévention de la météorisation spumeuse

La consommation de plantes riches en TCs a généralement été associée a une prévention de la
météorisation spumeuse (Ramirez-Restrepo and Barry, 2005; Rochfort et al., 2008; Waghorn,
2008). Chez les ruminants, ce phénomene résulte d’ une accumulation de gaz, issus de fermentations
ruminales exacerbées, séquestré dans une mousse stable formée a partir des protéines solubles de la
ration (Aerts et al., 1999; Waghorn and Mc Nabb, 2003; Rochfort et al., 2008). Ce désordre
sanitaire est rencontré chez les ruminants consommant des légumineuses trés nutritives et trés riches
en protéines, tels le tréfle (Trifolium repens) ou la luzerne (Medicago sativa). A I’inverse, la
consommation de fourrages contenant des TCs (de 1’ordre de 0,5% de la MS) est suffisante pour
éviter la meteorisation (Aerts et al., 1999; Butter et al., 1999; Min et al., 2003; Rochfort et al.,
2008).

La complexation des TCs avec les protéines alimentaires limiterait les fermentations dans le

rumen et diminuerait le risque de météorisation (Zimmer and Cordesse, 1996; Waghorn abd Mc
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Nabb, 2003). De plus, les TCs inhiberaient la croissance et la multiplication des micro-organismes
du rumen par leur fixation aux constituants des parois cellulaires, bloquant ainsi le transport
moléculaire vital pour le micro-organisme, ou par 1’agrégation des cellules entre elles ce qui
bloquerait leur division (Pell et al., 1999; Mc Sweeney et al., 2008 ).

v Prévention des épisodes de diarrhées

La consommation de fourrages riches en TCs induit une augmentation de la matiére séche de la
matiere fécale, et par conséquent contriburait a la prévention d’épisodes diarrhéiques (Min and al.,
2001; Waghorn and Mc Nabb, 2003). En raison de ces matieres fécales plus consistantes, les
souillures de I’arriere train des ovins son réduites, limitant ainsi I’apparition de myiases cutanées
(Larsen et al., 1994; Leathwick and Athkinson, 1996; Waghorn and Mc Nabb, 2003).

v’ Effets sur le parasitisme gastro-intestinal

Le troisieme effet bénéfique des TCs sur la santé des ruminants concerne 1’effet des TCs sur les

nématodes Gls (Min and Hart, 2002; Waghorn and Mc Nabb, 2003; Hoste et al., 2006).

5.2.2. Effets néfastes des tannins condensés

Chez les ruminants, 1’ingestion de forte quantit¢ de TCs a des effets néfastes sur 1’ingestion
volontaire, sur les paramétres zootechniques et sur la physiologie digestive.

» Réduction de I’ingestion volontaire des aliments

La consommation de légumineuses fourragéres a teneur élevée en TCs (>10% TCs de la MS)
conduit a la réduction de I’ingestion volontaire (Barry and Mc Nabb, 1999), expliquée par une
aversion pour le fourrage (Butter et al., 1999). De méme, I’incorporation de quebracho (1.5g/jour) a
la ration des ruminants a été associée a une réduction de la prise d’aliments (Landau et al., 2000;
Clauss et al., 2003). Chez les ruminants, cette réduction d’ingestion serait due a divers phénomenes.
Le premier est I’astringence, c’est a dire la sensation d’asséchement de la cavité buccale, résultant
de la complexation des TCs avec les protéines salivaires, en particulier avec les protéines riches en
proline (PRPs) (Butter et al., 1999; Gilboa et al., 2000; Bennick, 2002; Haslam, 2007; Rochfort et
al., 2008). Le deuxiéme résulte d’effets rétroactifs suite a un malaise post-ingestion. L’ingestion de
TCs perturberait ¢galement le systéme hormonal controlant la prise d’aliment volontaire (Zimmer
and Cordesse, 1996).

» Effets négatifs sur les parametres zootechniques

Une ingestion importante de TCs (>9% de la MS) a été associée a un effet négatif sur la
production de laine (Barry, 1985; Luque et al., 2000; Min et al., 2003; Ramirez- Restrepo and
Barry, 2005). De méme, des teneurs élevées en TCs affecteraient négativement la production de lait.

Chez les bovins, une corrélation négative a été observée entre la consommation d’Acacia boliviena
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et de Calliandra calothyrus, deux plantes tropicales présentant des teneurs élevées en TCs, et la
production de lait (Maasdorp et al.,1999). Par ailleurs, 1’administration d’un inhibiteur des tannins
(polyéthyléne glycol, PEG) a provoqué une augmentation de la production de lait chez les chévres
consommant des plantes arbustives riches en TCs (Decandia et al., 2000; Gilboa et al., 2000).

» Effets sur la physiologie digestive

Les pertes de production liées a 1’ingestion de fortes quantités de TCs seraient liées a des
perturbations de la digestion. Ingérés en grande quantité, les TCs affecteraient 1’intégrité de la
structure des muqueuses digestives. Par exemple, des desquamations et des signes de
dégénérescences et d’ulcérations ont été observés chez des moutons ingérant de fortes doses de
quebracho (16% de la ration) (Hervas et al., 2003). Chez les caprins, I’augmentation de la dose de
TCs dans la ration a également été associée a une kératinisation de 1’épithélium digestif (Mbhata et
al., 2002).

Au niveau du rumen, la complexation excessive des TCs avec les protéines et les fibres

alimentaires les rendrait moins digestibles (Butter et al., 1999; Mueller-Harvey, 2006; Mc Sweeney
et al., 2008). La consommation de TCs affecterait aussi la digestion des lipides et la production des
acides gras (Butter et al., 1999; Mueller- Harvey, 2006; Mc Sweeney et al., 2008). Enfin, des
ingestions massives de TCs peuvent perturber la digestibilité ruminale par une réduction globale
d’activité enzymatique de la flore (Mc Sweeney et al., 2001).
Dans I’intestin, les TCs affecteraient la physiologie digestive en interagissant avec les protéines de
la membrane des cellules intestinales et en diminuant ainsi I’absorption de certaines molécules, dont
les minéraux. De plus, la fixation spécifique aux enzymes pourrait affecter les derniéres étapes de la
digestion (Zimmer and Cordesse, 1996; Butter et al., 1999; Mc Sweeney et al., 2001; Hervas et al.,
2003; Waghorn, 2008 ).

5.2.3. Palier aux effets néfastes des tannins condensés

Pour palier aux effets néfastes des TCs, des phéenomeénes adaptatifs ont été observés chez les
ruminants consommant des plantes riches en TCs. Par ailleurs, des procédés d’inactivations des
TCs, soit par I’administration de polyéthyleéne glycol soit par des traitements chimiques des sources

de TCs, ont été mis au point.
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5.3. Inactivation des tannins condensés

5.3.1. Distribution de PEG aux animaux consommant des tannins condensés

Le polyéthylene glycol (PEG) est un polymere qui a la propriété de fixer les tannins et ainsi,

de les inactiver (Rogosic et al., 2008). La distribution de PEG aux ruminants consommant des
plantes riches en TCs permettrait donc, théoriquement, de limiter leurs effets néfastes en les
neutralisant (Mueller-Harvey, 2006; Waghorn, 2008).
De nombreuses études in vitro ont confirmé que le PEG inactivait les TCs et réduisait leur effets sur
la digestibilité ruminale mesurée par la production de gaz (Cabral Filho et al., 2005; Rubanza et al.,
2005; Alipour and Rouzbehan, 2007; Mlambo et al., 2007). Toutefois, les études in vivo sur
I’addition du PEG a la ration ont montré des résultats plus controversés (Perevolotsky et al., 2006;
Rogosic et al., 2008). En général, I’administration de PEG a induit une restauration voire une
augmentation des niveaux d’ingestion de plantes riches en TCs (Gilboa et al., 2000; Decandia et al.,
2007 ; Rogosic et al., 2008; Waghorn, 2008). Cependant, Decandia et al. (2000) n’ont observé
aucun effet de I’incorporation de PEG a la ration de chévres exploitant le parcours arbustif
méditerranéen.

De plus, ’administration de PEG aux animaux consommant des TCs a été associée a des
restaurations d’une digestibilité apparente comparable a celle des animaux témoins (Salawu et al.,
1997; Aharoni et al., 1998). Cet effet s’expliquerait par une levée de 1’inhibition des dégradations
bactériennes par exces de TCs dans le rumen (Guimardes-Beelen et al., 2006).

Enfin, de meilleures performances zootechniques ont été signalées lors de I’ingestion de PEG
simultanément aux TCs (Decandia et al., 2000; Gilboa et al., 2000; Waghorn, 2008). Ainsi, une
augmentation de la production de lait ou de gain de poids a été observée chez des ruminants
consommant des plantes riches en TCs et recevant du PEG (Gilboa et al., 2000; Landau et al., 2002;
Atti et al., 2003; Waghorn, 2008 ). Cet effet du PEG semble étroitement lié a la quantité de TCs
ingérée par les ruminants (Ben Salem et al., 2005). Chez des ovins recevant du quebracho, Villalba
et Provenza (2001) ont constaté une auto-régulation de la consommation de PEG en fonction de la

teneur en TCs dans la ration.
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1. Description des sites d’étude

Les échantillons de plantes sont collectés a partir de quatre sites : Constantine (N 36° 19’
48.32°’- E 6° 35” 04.99”’, 600 m, altitude), Djelfa (N 34° 39’ 63.66”’- E 3° 15’ 14.56”’, 1214 m,
altitude), Boussadda (N 35° 12’ 15.46”’- E 4° 10’ 54.30”°, 669 m, altitude) et M’Sila (N 35° 43’
25.33”’- E 4° 33’ 24.93”°, 490 m, altitude). Constantine est située a I’Est de 1'Algérie, dans une
région semi-aride avec un climat continental irrégulier, des précipitations annuelles de 350 a 700
mm. Djelfa, M'sila et Boussaada sont situees dans le Centre-Nord au milieu des parcours steppiques
arides des hauts plateaux. Le climat dans ces régions est de type BSh, selon la classification de
Kdppen, caractérisé par un été chaud et parfois extrémement chaud, des hivers doux avec de faibles
précipitations dont les moyennes annuelles sont comprises entre 100 et 300 mm.
La steppe algérienne se présente comme une vaste bande régionale s'étendant de la frontiére
tunisienne a la frontiere marocaine sur 1000 kilométres de long et 300 kilométres de large entre les
isohyétes 400 et 100 mm. C'est une région intermédiaire située au-dela du Tell maritime et humide
et en deca du désert saharien, pays des grands espaces plats et élevés ou l'alfa et I'armoise sont les
plantes caractéristiques alors que I'arbre est rare ou absent. Cette steppe est connue comme espace
de nomadisme et d’¢levage ovin par excellence, 80 % du cheptel algérien (ovin et caprin) y est

concentré.

2- Materiels biologiques

2.1. Echantillons testés

Le feuillage de neuf especes ligneuses, réparties entre quatre familles de plantes a potentiel
fourrager variable, sont retenues pour des études in vitro et in situ. Les especes sélectionnées sont:
Acacia nilotica, Acacia horrida, Acacia saligna (syn. Acacia cyanophylla), Faidherbia albida
(syn.Acacia albida), Albizia julibrissin (Acacia de Constantinople), Vicia faba et Punica granatum.
L'étude est menée comparativement a deux plantes a haut potentiel fourrager, largement réepandues
dans la steppe algérienne : Atriplex halimus L, et Artemisia herba-alba Asso.
Seule 1’Acacia albida est collectée de la région de Boussaada, au printemps 2009. Les échantillons
des Mimosacées, P.granatum et V.faba sont collectés dans la wilaya de Constantine. Les feuilles de
V.faba sont prises d’un champ cultivé aprés la récolte des gousses arrivées a maturation au mois
d’Avril de la méme année (2009). Pour I’échantillon d’armoise (A.herba alba), la plante entiére est

récoltée de la région de M’Sila, a la fin du printemps en prenant le soin d’enlever les racines. Quant




Matériel et méthodes

aux feuilles de I’arbuste A.halimus, elles sont collectées dans la réserve naturelle de Zaafran dans la
wilaya de Djelfa.

Le choix de ces espéeces fourrageres est basée sur une étude bibliographique ayant pour objectif
principale I’utilisation du feuillage de certaines légumineuses arbustives, principalement les
Acacias, comme fourrage afin de suppléer au déficit fourrager durant les saisons de sécheresse
(Kumara Mahipala et al., 2009 ; Reed, 1986; Dube et al., 2001). Sachant que la plupart des especes

d’Acacia africaines sont pérennes, d’ou leur intérét.

2.2. Echantillonnage

Une série de récoltes de feuillage sur des plantes adultes est effectué, avec six a huit
échantillons prélevés de différents spécimens d’arbres ou arbustes des especes sélectionnées, afin
d’avoir un aliquote représentatif de la biomasse végétale totale. Les feuilles sont coupées aux
ciseaux des parties aériennes des plantes. Les échantillons sont séchés au laboratoire dans une étuve
a 50 °c pendant 48 h afin d’arréter toute activité biologique pouvant altérer la nature des substrats
(Makkar, 2003a). Par la suite, les échantillons sont broyés et calibrés au tamis a Imm pour 1’analyse

chimique et a 3 mm pour 1’étude de la dégradabilité in situ.

2.3. Animaux utilisés

2.4.1. Etude in situ

La partie expérimentale utilisant les animaux pour I’étude in situ, est réalisée dans les
structures d’¢levage de la Station Agricole Expérimentale (Estacion Agricola Experimental, EAE).
Un centre de recherche sis villa Marzanas, pres de la localité de Grulleros distante de 15 km de
I’Universit¢é de Léon (Espagne). La station fait partie d’un réseau de centres de recherche
agronomique sous 1’égide du Conseil Supérieur de la Recherche Scientifique (Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, CSIC). Cette station s’étend sur une superficie de 1500 m? et éléve trois
races d’ovins : Churra, Mérinos, Assaf. Les animaux utilisés dans notre étude sont de races

Meérinos et Assaf. Durant les essais, les animaux sont maintenus dans des cages.

2.4.2. Etudes in vitro

Pour les besoins en jus de rumen, pour les différentes manipulations in vitro (production de
gaz, digestibilités, méthane et acides gras volatiles) nous avons utilisé prés de 15 ovins portant des
canules permanentes de 60 mm de diameétre. Le jus de rumen est acheminé du lieu d’élevage au
laboratoire de nutrition animale (Institut Vétérinaire, Université de Léon) dans des thermos

préalablement chauffés a 39°C et saturés de CO2.

)
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3- Méthodes

3.1. Analyse chimique fourragére

Les analyses chimiques des fourrages sont réalisées selon les normes décrites par I'AOAC
(2000) : la matiére seche (DM, method ID 934.01), les cendres (method ID 942.05) et les protéines
brutes (CP, method 1D 954.01). Toutes les analyses sont faites en trois répétitions.

3.1.1. Détermination de la matiére séche

Le taux de la matiére seche de chaque substrat est déterminé par dessiccation a 65 °C dans
une étuve ventilée jusqu'a poids constant. Un gramme de substrat est introduit dans un cristallisoir
préalablement taré pendant, au moins, 48 heures. Le poids du résidu caractérise la teneur en matiere

séche de I'échantillon.

3.1.2. Détermination des sels minéraux

Cette analyse permet le calcul de la quantité de sels minéraux de I'échantillon. 3g de
substrat, préalablement séché, sont placés dans un creuset en porcelaine, taré puis incinéré dans un
four a moufle a 550°C pendant 5 heures. La perte de poids observée au cours de la calcination

correspond a la matiére organique et le poids du résidu a la matiere minérale.

3.1.3. Détermination de la matiére azotée totale

L'azote total (N) contenu dans les fourrages est dosé par la méthode de Kjeldahl. Pour cela,
on utilise un auto-analyseur. Cette méthode de dosage comporte deux étapes, suivie d’un dosage par
titrimétrie.
- Transformation de l'azote organique en azote ammoniacal : Cette réaction chimique est réalisée
dans un appareil du type Kheldatherme (marque Gerhardt, Allemagne). L'azote organique d'un
échantillon de 0,7g est transformé en azote minéral, sous forme de sulfate d'ammonium. La réaction
chimique est réalisée a 350°C, en présence d'un catalyseur (sélénium) et d'acide sulfurique
concentré, pendant une heure.
- Transformation de I'azote ammoniacal en ammoniaque : Cette réaction chimique est réalisée a
I'aide d'une unité de distillation (marque Buchi K-314, Allemagne). Elle est faite en présence d'une
base forte (NaOH, 10N). L'ammoniaque est récupérée par condensation de la vapeur d'eau, reprise
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dans 25ml d'une solution d'acide borique a 4% (m/v) contenant un indicateur coloré (rouge de
méthyle et bleu de méthylene). Cette solution est titrée par une solution d'HCI (0,1N). La teneur en

azote est obtenue a I'aide de I'équation suivante :

_ Vol (HC)(ml) « 14 % 0,1
~ Prise d'essai * MS(%)

La teneur en matieres azotées totales (MAT), ou protéines brutes, résulte de la multiplication de la

teneur en azote obtenue par le coefficient 6,25.

3.1.4. Détermination des composés de la paroi végétale
La détermination des composes de la paroi végétale est réalisée selon le procédé décrit par
Van Soest et al. (1991).
3.1.4.1. Estimation de la fraction NDF
La fraction NDF correspond a la teneur en parois totales des fourrages (cellulose,
hémicelluloses et lignine). Cette méthode au détergent neutre repose sur la solubilisation a pH
neutre des protéines par le Lauryl sulfate de sodium et des substances pectiques par I'EDTA.
L'appareil utilisé est un appareil de digestion automatique de marque ANKOM (ANKOM 200 Fiber
Analyzer, 120v, Domestic, ANKOM® Technology Corp., Fairport, NY, USA). Le traitement avec
la solution NDF permet de solubiliser les polymeres de glucose non cellulosique.
% Réactifs
Sodium dodécyl sulfate (Sigma), éthylene diamine tétra acétique disodique dihydraté (Biochem),
borate de sodium (Biochem), phosphate disodique anhydre (Sigma), tri éthyléne glycol (Sigma).
» Préparation de la solution NDS
30g de sodium dodécyl sulfate; 18,61g éthyléne diamine tétra acétique disodique dihydrateé;
6,81 g borate de sodium; 4,56 g Phosphate disodique anhydre et 10,0 ml tri éthyléne glycol sont
introduits dans une fiole jaugée de 1000ml. Ces quantités sont dissoutes dans l'eau distillée. La
solution est chauffée afin de faciliter la dissolution puis complétée au trait de jauge avec de l'eau
distillée. Le pH est ajusté (solution NaOH, 1N) entre 6,9 a 7,1.
= Préparation de I'échantillon
Dans des sacs Ankom, appelés communément bag Daisy, (Fiber Filter bag, 25 microns porosity,
ANKOM® Technology Corp., Fairport, NY, USA), sont libellées et munis de 500mg de substrat
préalablement séché. Les sacs sont alors scellés par une thermo-scelleuse (ANKOM® 220v
50/60HZ Heat sealer; ANKOM® Technology Corp., Fairport, NY, USA). L'appareil est rempli de

deux litres de la solution NDS. Les sacs sont introduits dans I'appareil et portés a ébullition pendant

)
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60 mn. L'appareil est vidangé de la solution NDS. Les sacs sont alors rincés trois fois avec de I'eau
distillée, préalablement chauffée a 80- 100°C pendant 10min. Les sacs sont ensuite laves a I'acétone

sous hotte puis séchés dans une étuve a 65°C jusqu'a poids constant (au moins 48 h).

3.1.4.2. Estimation de la fraction ADF
La fraction ADF correspond a la teneur en parois totales des fourrages (cellulose et lignine).
La solution ADS permet d'hydrolyser a chaud les constituants cytoplasmiques, les hémicelluloses et
les protéines.
% Réactifs
Bromure de tri-méthyle ammonium cétylique (Sigma), Solution acide sulfurique 1N (Biochem).
» Préparation de la solution ADS
Dans une fiole jaugée de 1000 ml, 20g de bromure de triméthylammonium cétylique sont introduits
avec 300ml d'acide sulfurique 1N. La solution est complétée au trait de jauge.
» Préparation de I'échantillon
Les mémes sacs de type ‘Fiber Filter bag’ sont utilisés, l'appareil est rempli de deux litres de la
solution ADS. Ensuite, les sacs sont introduits dans l'appareil et portés a ebullition pendant 60 mn.
L'appareil est ensuite vidangé et les sacs rincés trois fois a I'eau distillée chaude pendant 10min. Les
sacs sont lavés a l'acétone sous hotte et mis a sécher jusqu'a poids constant dans une étuve a 65°C.

3.1.4.3. Estimation de la fraction ADL

Cette méthode comporte un traitement a l'acide sulfurique concentré. Le résidu correspond,
en plus des cendres, a la lignine brute. Les sacs récupérés, apres analyse ADF, sont traités par
l'acide sulfurique concentré a 72% pendant trois heures. Les sacs sont rincés trois fois a 1’eau
distillée bouillante pendant 10min. Ils sont ensuite lavés a l'acétone et mis a séchage jusqu'a poids

constant dans une étuve a 65°C.

3.2. Analyse des Polyphénols

Les analyses chimiques traditionnelles des aliments ne prennent pas en considération les
composés du métabolisme secondaire et leurs effets antinutritionnels. Il y’a une large variété¢ de
techniques d’analyse qui ont ét¢ développées pour doser les composés secondaires. Les difficultés
principales de leur caractérisation sont dues a l’existence d’une multitude de variété de ces
composés et la diversité de leur structure chimique, ce qui nécessite différentes méthodes
analytiques. La présence de ces facteurs antinutritionnels peut étre déterminée qualitativement par

des tests préliminaires physico-chimiques et des tests biologiques.

e
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3.2.1. Test biologique des tanins (Tanins Bioassay)

Cet essai est réalisé selon la méthodologie proposé par Makkar et al., (1995). L’approche
consiste a utiliser du Polyéthyléne glycol (PEG), un polymére qui a la propriété de fixer les tannins
en les inactivant (Rogosic et al., 2008) dans une expérience de production de gaz standard. Cette
expérience est réalisée en premier lieu avant d’entamer toutes analyses chimiques des tanins dans
un but économique.

e Préparation de I’échantillon
Les substrats séchés sont broyés en particules de 1mm.
e Animaux utilisés

Pour réaliser cet essai, sont utilisées trois brebis de race Assaf vides et non allaitantes,
pesant environ 70 kg. Elles sont munies de canules permanentes (60 mm de diamétre) pour
I’extraction du jus de rumen. Les animaux sont nourris au foin de luzerne (167 g CP, 502 g NDF,
355 g ADF and 71 g ADL kg—1 DM). Les rations sont distribuées en deux repas égaux par jour a
des horaires fixes. L'eau et les vitamines sont disponibles ad libitum.

Le liquide ruminal est prélevé le matin avant de nourrir les animaux. Le contenu de rumen
des ovins est collecté et filtré a travers quatre couches de gaze chirurgicale puis directement
transféré dans des Thermos préchauffés a 39 C° et saturés en CO2 selon la méthode de (Nicolie et
al.,1987). Les thermos sont hermétiquement fermés et transférés directement au laboratoire ou ils

sont traités au plus tard dans les 2 heures qui suivent la collecte.

3.2.2. Procédures

La production de gaz est mesurée dans des flacons de 100 ml contenant 400 mg de fourrage
(Blummel and Orskov, 1993; Makkar, 2000). A cet effet, deux séries sont conduites : une série sans
PEG et une autre série avec PEG. Les flacons de la série avec PEG regoivent 2 ml d'une solution
PEG 25% (m/v), soit 500 mg de PEG pour chacun d’eux. Pour la série sans PEG, on ajoute 2 ml
d'eau distillée. Par la suite, chaque flacon recoit 50 ml du liquide ruminal dilué (10 ml du jus de
rumen et 40 ml de salive artificielle). Les flacons sont ensuite fermés avec des bouchons en butyl,
puis sertis avec une capsule en aluminium. Les flacons sont secoués et placés dans I'incubateur a
39°C. Le suivi de la cinétique de fermentation est réalisé par la mesure de la pression de gaz
(Theodorou et al., 1994), a l'aide d'un pression metre muni d'une sonde (Delta Ohm DTP704-2BGl,
Herter Instruments SL, Barcelona). La mesure se fait sur plusieurs temps d’incubation : 6h, 12h,
24h et 48 heures. Deux flacons sont utilisés pour chaque substrat et chaque source d'inoculum

(chaque jus de rumen est prélevé de trois moutons). Trois inoculum différents sont utilisés

.
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séparément, ce qui donne trois répétitions pour chaque traitement avec ou sans PEG. L’activité
biologique des tanins est calculée par le rapport entre le gaz mesuré dans les flacons avec PEG et le
gaz enregistré dans les flacons sans PEG, pour chaque fourrage et chaque jus de rumen. Lorsque ce
rapport enregistre des valeurs supérieures a 2, cela renseigne sur I’existence d’une activité
biologique significative. L’analyse chimique, quantitative des polyphénols et tannins condensés, est

alors fortement recommandée.

v Réactifs
- Solution tampon de bicarbonate : dissoudre 35g de NaHCO3 et 4g de NH4HCOj3 dans 1 litre d’eau
distillée.
- Solution de macrominéraux : dissoudre 6,2g de KH,PO, 5,29 de Na,HPO, et 0,69 de
MgSQ,.7H,0 dans un litre d’eau distillée.
- Solution de microminéraux : dissoudre 10g de MnCl,.4H,0, 13.2 g de CaCl,.2H,0, 1g de
CoCl,.6H,0, 8g de FeCls.6H,0 dans 100 ml d’eau distillée.
- Solution de résazurine : dissoudre 0,1 g dans 100 ml d’eau distillée
- Solution réductrice : dissoudre 996mg de Na,S.9H,0 dans 94ml d’eau distillée puis ajouter 6ml de
NaOH (1N) (4g dissout dans 100ml d’eau distillée).

e Préparation de la solution tampon de la fermentation in vitro

Le jus de rumen est collecté d’animaux fistulés avant le repas du matin, il est homogénéisé
et filtré a travers 4 couches de gaze chirurgicales. Tous les élément de verrerie utilisée sont
maintenus a 39°C et barbotés de CO, avant utilisation. Le jus de rumen filtré, également maintenu a
39°C et barboté de CO, est préparé juste avant le début de I’incubation. La quantité de substrat
testée est de 500mg et la composition de la solution tampon est préparée suivant Tilley and Terry.
Menke et al. Mais le jus de rumen est réduit de moitié, puisqu’il utilise seulement 200mg par
seringue. Dans ce cadre, en plus de la production de gaz, le substrat résiduel est utilisé pour d’autres

analyses. C’est pourquoi, la quantité de substrat utilisé est 500 mg.

e Composition du milieu de culture et procédure d’incubation
Les solutions sont mélangées dans 1’ordre dans un Erlen maintenu a 39°C, sous agitation et
un barbotage continu avec du CO, (Tableau 3). Aprés 5min, la solution tampon est ajoutée et
maintenue sous agitation et barbotage de CO,. Quand la solution est réduite, sa couleur vire du bleu

au rose puis devient incolore. Cela prend au moins 15 a 20min pour le processus de réduction.

.
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Tableau 3 : Composition du milieu de culture

Solution | Tampon | Macro Micro Rézasurine | dH,O | Réductrice | Jus
minéraux | minéraux Rumen

Volume

(m) 630 315 0,16 1,60 975 60 660

m

Durant cette période, le jus de rumen est homogénéisé. Ensuite 660 ml de jus de rumen filtré
sont ajoutés et le mélange maintenu sous agitation et barbotage de CO, pendant 10min. Chaque
flacon recoit 40ml du mélange. Apres remplissage, les flacons sont agités et incubatés réglé a 39°C.
Les flacons sont agités chaque heure pendant les premicres 4 heures d’incubation et chaque deux
heures pendant le reste du temps d’incubation. La cinétique de production de gaz est enregistrée
apres 6h, 12h, 24h et 48 heures. La production nette de gaz est calculée par soustraction du volume
de gaz produit dans le flacon témoin (blanc) qui contient uniquement le jus de rumen et la solution
tampon. L’addition du PEG au flacon blanc n’affecte pas la production de gaz car il est admis que

la solution est inerte.

3.2.3. Dosage chimique des Polyphénols

3.2.3.1. Préparation de ’extrait

L’age et le stade de développement des plantes affectent la nature et la teneur des complexes
phénoliques. Par conséquent, il est important de definir leur stade de maturité au moment de la
collecte. Le matériel végétal frais doit étre conservé dans de la glace et a 1’abri de la lumiére. Le
transport de grandes quantités de feuilles dans des sacs plastiques est a éviter. La température élevée
dans ces sacs augmente au premier plan la transpiration, ce qui conduit au flétrissement et la

dégradation des composeés phénoliques.

Le broyage des échantillons est fait avec un hachoir muni d’une grille de 0,5 mm. Le but est
de quantifier les polyphénols présents dans la plante et diffusant dans la phase liquide. Pour le
processus d’extraction, le solvant généralement utilisé est une solution aqueuse de méthanol (50 %)
ou une solution d’acétone (70 %). Ce dernier s’est montré le meilleur solvant pour 1’extraction des
polyphénols dans de nombreuses études.

Le matériel végétal sec (200mg) est introduit dans un bécher de 25ml de capacité, contenant 10ml
d’une solution d’acétone (70 %). L’extraction est faite pendant 20min dans un bain marie a

ultrasons (Branson 3210) rempli de glace pour empécher ’augmentation de la température. Le

&
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contenu est ensuite centrifugé pendant 10min a 3000g et a 4°C. Le surnageant est collecté et
maintenu dans de la glace. Par contre, le culot est transféré au bécher en utilisant deux portions de
5ml de solution d’acétone (70 %), le méme traitement que précédemment est réalisé (extraction
pendant 20min dans un bain marie a ultra sons). Une centrifugation est ensuite effectuee, le
surnageant est récupére et traité comme il a été décrit antérieurement.

3.2.3.2. Dosage des polyphénols (Méthode de Folin Ciocalteau)

Elle est réalisée selon le procédé décrit par Makkar et al., (1993). Ces tests sont basés sur le
principe de lI'oxydoréduction et I'utilisation du réactif Folin-Ciocalteu ou Folin-Denis réactifs. Une
autre méthode utilisant le réactif chlorure ferrique est basée sur la propriété du métal complexant
des composés phénoliques. La méthode de Folin-Ciocalteu, selon le procédé de Julkunen-Tiitto
(1985), est largement utilisée pour les phénols totaux en raison de sa haute sensibilité et de sa

reproductibilité. Cependant, la présence d'agents réducteurs interfére dans le dosage des molécules

phénoliques.
v Réactifs
o Solution de FOLIN CIOCALTEAU (1N): le réactif de Folin (2N) est dilué avec un volume égal

d’eau distillée. La solution est stockée et a 4°C dans des flacons sombres, elle est de couleur jaune dorée. Si
sa couleur vire vers le vert olive, la solution devient inutilisable.

o Carbonate de Sodium (Na,COs): 40g de carbonate de sodium décahydraté sont dissout dans 200ml
d’eau distillée.

o Insoluble Polyvinylpyrrolidone.

o Acide tannic (0,1 mg/ml): 25 mg d’acide tannic (Merck) sont dissout dans 25 ml d’eau distillée.

Cette solution est ensuite diluée au 1/10°™, elle est & utiliser de préférence ex temporanement (fraiche).

v Etalonnage

Tableau 4 : Composition de la solution étalon pour le dosage des PolyPhénols

Tube  Acide tannic  Eau distillée (ml) Folin Ciocalteau Na,COz (ml) ~ AbS 755,»  Acide tannic

(0,1 mg/ml) (ml) (ng)
(mi)

Blanc 0 0,5 0,25 1,25 0 0
T1 0,02 0,48 0,25 1,25 0,112 2
T2 0,04 0,46 0,25 1,25 0,218 4
T3 0,06 0,44 0,25 1,25 0,327 6
T4 0,08 0,42 0,25 1,25 0,432 8
T5 0,1 0,40 0,25 1,25 0,538 10

)
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Abs : Absorbance

3.2.3.3. Analyse des phénols totaux

Des échantillons aliquotes de 1’extrait contenant les tanins (0.02, 0.05 et 0.1) sont mis dans
des tubes puis complétés avec 0,5ml d’eau distillée et 0,25ml de réactif de Folin puis 1,25 ml de
Na,COs. Les tubes sont mélangés au Vortex et leur absorbance mesurée apres 40min. La quantité
de phénols totaux est calculée comme équivalent d’acide tannic a partir de courbe étalon, le taux de

phénols totaux est exprimé sur la base de la MS.

3.2.3.4. Dosage des tanins totaux a partir de I’extrait
Les tanins sont distingués des non tanins par une matrice solide, le PolyVinyl PolyPyrrolidone
(PVPP). Une partie de I'extrait de plante est traitée avec du PVPP qui possede une haute affinité
pour les tanins, éliminés de la solution par centrifugation aprés le traitement au PVPP. La différence
entre la valeur totale des phénols avant et aprés le traitement (PVPP) donne la mesure des tanins
totaux ( Makkar, 2003a).

Tanins Totaux = Phénols totaux - Phénols qui ne précipitent pas avec PVPP

v Procédure
o Peser 100mg de PVPP dans des tubes a essai
o ajouter 1 ml d’eau distillée et 1 ml de I’extrait ( la quantité de PVPP est suffisante pour fixer
2 mg de phénols totaux). Si le contenu de 1’aliment est plus que 10 % de la MS, diluer I’extrait.
o Mélanger au Vortex et maintenir le tube a 4°C pendant 15min puis mélanger au VVortex une
seconde folis.
o Centrifuger (3000 g pendant 10min) et collecter ensuite le surnageant. Ce dernier contient
les phénols simples, autres que les tanins (les tanins sont précipités par le PVPP).
o Mesurer les phénols du surnageant comme précédemment (prendre le triplet du volume
utilisé pour les phénols totaux).
o Exprimer le résultat en % de MS (Y).
3.2.3.5. Extraction des tanins condenseés libres
La technique de dosage et d’extraction est déterminée selon le procédé de Ammar et al.
(2008).
v' Réactifs et procédure

=
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Une solution acétone 70% est utilisée (pour préparer 11 = 700ml acétone + 300ml eau)
Dans des tubes & essais sont pesés 200mg de ce résidu sec avec 15ml de la solution d'acétone. Les
tubes sont degazes avec le gaz N, (inerte) et agités. Ensuite, les tubes sont laissés dans un bain d'eau
glacée a 4°C. Les tubes sont agités pendant 15min puis fermés et portés dans un bain a ultrasons a
4°C pendant 20min. Ensuite, les tubes sont agités vigoureusement avec le vortex et centrifugées a
3000 g pendant 10min a 4°C. Le surnageant est repris avec des pipettes Pasteur (sans altération du
résidu) dans des tubes a essais. Celui-ci constitue I'extrait ORIGINAL (EXT) qui contient les tanins
extractibles ou tanins libres. Le surnageant, repris dans le tube a essais, est conservé a 4°C. Les
tubes sont recouverts de feuille d'aluminium pour éviter leur exposition a la lumiere. Le résidu
restant dans le tube de centrifugation (RES) est séché a 50°C pendant toute une nuit. Il est ensuite
stocké a I’abri de la lumiere jusqu'a son utilisation pour la détermination des tanins condenses

attachés.

3.2.4. Analyse des tanins condensés Proanthocyanidines (Méthode du HCI-Butanol)
Cette analyse est faite selon la technique de (Porter et al., 1986) avec les modifications de
Makkar (2003a) et 1’utilisation des tanins condensés du quebracho comme standard.
3.2.4.1. Analyse des tanins condensés libre
v Réactifs
- n-butanol (Biochem).
- Acide chlorhydrique concentré (37-38%) HCI (Biochem).
- Sulfate ferrique ammoniaque FeNH4 (SO4) 2.12H20 (Sigma).
- Standard: Quebracho purifié.

v" Préparation des Solutions

o Solution Butanol-HCI (95:5 v/v) : 950ml du n-butanol sont mélangés a 50ml de HCI concentré (37-
38%).
o Réactif Fer (2% de sulfate ferrique Ammoniaque en HCI 2N) : une solution HCI (2N) est d’abord

préparée avec 16,6 ml de HCI concentré dans une fiole jaugée de 100ml, puis elle est ajustée au trait de
jauge. La solution est maintenue dans un flacon de verre sombre.

v Etalonnage et préparation de la gamme standard (Hagerman, 1991)
- Le solvant utilisé est une solution d'acétone a 70% (v/v).
- Préparation de la solution mere: 25mg du quebracho purifié sont pesés dans une fiole jaugee de 25ml (on
note le poids précis) et complétés au trait de jauge avec le solvant. Afin de préparer la gamme étalon, des
dilutions sont reprises a partir de cette solution mére.
- Dans des tubes libellés et pourvus de bouchon, 250ul sont pipetés de l'extrait EXT et 250ul du solvant

acétone, 70% sont ajoutés. Trois répétitions pour chaque tube sont réalisées.

-
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- 3ml du réactifs butanol-HCI et 0,1 ml de la solution Fer réactive sont ajoutés pour chaque tube. Les tubes
sont ensuite fermés a I'aide de bouchons et ils sont agités vigoureusement.
- Les tubes sont réchauffés dans un bain d'eau en ébullition & 100°C pendant 60min puis ils sont refroidis a
I’abri de la lumiere.
- Les absorbances de ces solutions sont déterminées a 550 nm.
3.2.4.2. Analyse des tanins condensés attachés
- 15ml de butanol-HCI et 0,5 ml de solutions de Fer sont ajoutés directement au résidu sec.
- Les tubes sont ensuite agités vigoureusement au vortex.
- Les tubes sont déposés dans un bain-marie (100°C) pendant 90min.
- Les tubes sont refroidis a température ambiante puis subissent une centrifugation & 3000g , 15min.

- Le surnageant est pipeté dans des cuves en quartz, la densité optique est mesurée a 550 nm.

3.3. Etude de la digestibilité In vitro

3.3.1. Digestibilité selon Tilley and Terry

L’inoculum (Jus de rumen) est prélevé de quatre brebis de race Assaf vides et non
allaitantes, pesant environ 70 kg et munies de canules permanentes (60 mm de diametre). Les
animaux sont nourris au foin de luzerne (167g CP, 502g NDF, 355g ADF and 71g ADL kg—1 DM).
Les rations sont distribuées en deux repas égaux par jour a des horaires fixes. L'eau et les vitamines
sont disponibles ad libitum.

La digestibilité in vitro de la matiére seche est déterminée selon la procédure ANKOM -

DAISY (Ammar et al., 1999) a laquelle deux approches différentes sont appliquées, celle
proposée par Tilley and Terry (1963) et celle décrite par Van Soest et al. (1966). Les deux
techniques sont menées séparément dans deux essais différents.
Un milieu de culture contenant les solutions macro et micro minérales est préparé selon les
compositions décrites dans les tableaux 5 et 6. La solution de résazurine et la solution tampon
bicarbonate sont préparées selon la procédure décrite par Van Soest et al. (1966). Le milieu est
maintenu a 39°C et saturée en CO..

L'Oxygene du milieu est réduit par I'ajout d'une solution réductrice contenant de la
cystéine-HCI et du Na,S, selon la procédure décrite par Van Soest et al. (1966). Le mélange

de couleur bleu est chauffé jusqu'a virage de la couleur vers le rose.

&
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Tableau 5 : Préparation de la salive artificielle (Theodoreau et al., 1994)

Solution | Oligo-élément Tampon Eléments minéraux | Réductrice Oxydo-réduction
(Macro minérale) (micro minérale)

Elément | CaCl,.2H,0 13,2 ¢ NaHCO3 35,09 | Na,HPO, 5,7¢g NaOH (1IN) 4 ml Résazurine 0,1 g.
MnCl,.4H,0 10,0 ¢ NH4HCO34,0g | KH,PO, 6,29 Na,S.9H,0 0,625 g. | Q.s.p. 100 ml
CoCl,.6H,O0 8,0¢g Q.s.p. 1000ml MgS0,.7H,00,6 g | L-Cystéine 0,625 g.

Q.s.p. 1000ml Q.s.p. 1000ml Q.s.p. 100 ml

La solution est barbotée avec un flux continu de CO,, ce qui entraine la réduction de la
salive artificielle indiquée par le virage de la couleur du rose au transparent.
A cette étape, le jus de rumen est ajouté dans le milieu dans la proportion (1V/4V). 400 mg de
substrat sec sont pesés dans des sacs Daisy composés de fibres artificielles (taille de 5¢cm x 5¢cm, taille
des pores de 20 p). Quatre répétions sont réalisées pour chaque substrat en deux séries, ce qui donne 8
répétitions en tout (quatre sacs par échantillon x2). Ces sacs sont ensuite thermo-scellés avec un Heat
sealer et placés dans des jarres d'incubation. Chaque jarre est un récipient étanche en verre de 5L de

capacité.

Tableau 6 : Composition de la salive artificielle ( Theodoreau et al. (1994))

_ Micro Macro ) ) ) _ | dH0O
Solution o Tampon | Résazurine | Réductrice
minérale minérale Q.s.p
Volume
(m) 4,80 950 950 4,80 190 4000
m

La jarre est fermée avec un couvercle en plastiqgue muni d'une vanne unique de maniére
a éviter lI'accumulation des gaz de fermentation. Chaque jarre d'incubation est remplie avec 2
litres de jus de rumen tamponné. Les jarres sont ensuite placés dans I'appareil (Ankom Daisy
systeme de digestion I1I, ANKOM Technology Corp, Fairport, New York, USA) a 39°C.

L'appareil permet une rotation continue afin de faciliter I'immersion effective des sacs Daisy dans la

solution ruminale.

Apres 48h d'incubation, les sacs sont retirés des jarres et lavés a 1’eau froide puis rincés
abondamment avec de 1’eau distillée. Ils sont ensuite soumis a une digestion pepsine-HCI (29
pepsine/1000ml HCI, 0,1N), selon la procédure décrite par Tilley et Terry (1963). Ils sont
ensuite rincés a l'eau froide puis lavés a l'aide d'une machine a laver pendant 5min. Ils sont

alors pesés aprés séchage dans une étuve a 100°C pendant 48h. Cette mesure permet de
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calculer la digestibilité apparente in vitro (AIVD), selon la méthode originale de Tilley et
Terry (1963).

La digestibilité apparente de la matiere séche organique des fourrages est déterminée selon
la formule:

(MSi — MSr) — MSb

%) =
AIVD (%) = 100 * VS

Ou :

- MS;: prise d'essai sec introduite dans chaque batch,

- MS;: correspond a la matiere séche résiduelle aprés fermentation,

- MS;, représente la moyenne du résidu sec du blanc.

Afin de déterminer la digestibilité réelle in vitro (TIVD), ces sacs sont soumis a un traitement
avec une solution de Neutral Detergent Solution (NDS) a 100°C pendant 1h, selon le protocole
décrit par Van Soest et al. (1966). Elle est déterminée selon les procédés décrits par Makkar
(2000) et Blummel and Becker (1997). Cette opération a pour but de libérer les microorganismes
adhérant aux substrats non dégradés. A la fin de la fermentation, les sacs Daisy sont traités avec la
solution NDS (neural detergent solution). Les échantillons sont portés a ébullitions a 100°C pendant
une heure dans I’appareil ANKOM, puis lavés abondamment avec de I'eau distillée et séchés dans
une étuve a 105°C pendant au moins 24h.

(MSi — MSr)

0) =
TIVD (%) = 100 * MSi

Ou :
- MS;: Résidu sec dans chaque batch,
- MS;: correspond a la matiére séche résiduelle aprés digestion avec la solution NDS.

3.3.2. Production de gaz et digestibilité a 144 h

3.3.2.1. Inoculum

Le jus de rumen, utilisé comme inoculum, est prélevé de six moutons de race Mérinos d'age
mar (49,4 £ poids 4,23 kg) équipés d'une canule ruminale de 60 mm de diametre. Les animaux
sont nourris avec 1 kg de foin de luzerne (composition /kg de MS seche: 167 g CP, 502 g NDF,
ADF 355 g, 71 g ADL), une fois par jour avec acces libre a I'eau, aux minéraux et vitamines.
Le liquide ruminal (phase solide plus phase liquide) est prélevé avant le repas du matin et
transféré dans des bouteilles thermos préalablement chauffées a 39°C et saturées en CO,. Au

laboratoire, le liquide ruminal des moutons est bien mélangé, puis filtré a travers quatre
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couches de (gaze) mousline et barboté avec du CO, a 39°C. Toute la manipulation est réalisée
sous un flux constant de CO..

Durant toute ’expérience, 3 jus de rumen sont employés, au nombre de répétitions de notre
expérience, ce qui fait de I'inoculum la variable aléatoire. Deux moutons sont utilisés pour la
préparation de chaque jus de rumen et par conséquent pour chaque répétition. Nonobstant aussi que
le volume total de jus de rumen est réparti en deux parties égales. Un VVolume aliquote est réservé

pour I’expérience de Production de Gaz (144h) et un autre pour la Digestibilité 144h.

3.3.2.2. Description du systéeme de fermentation de Theodoreau

Dans ce procédé, la fermentation est réalisée dans des flacons en verre (batch) de 100 ml de
capacité (Theodoreau et al., 1994). Ce type de systeme permet I'accumulation des gaz fermentaires
dans I'atmosphére intérieure du flacon dont la pression est mesurée a différents intervalles de temps
a l'aide d'un pression-meétre. L'avantage majeur de l'utilisation de ce type de systeme réside dans la
facilité qu'il présente pour la détermination de la digestibilité réelle. En effet, le systéme de seringue
de Menke nécessite la filtration a lI'aide de verre fritté, ce qui engendre des pertes et donc des erreurs
de calculs.

La technique de production de gaz in vitro est une simulation de la dégradation des aliments
par le microbiote du rumen. A l'origine, elle a été développée par Menke et al., (1979), dans des
seringues de verre. La technique a ensuite été modifiée par Menke K.H. and Steingass H., (1988),
Theodoreau et al., (1994), en remplacant les seringues par des flacons en verre. A la fin de la
fermentation, le gaz est mesuré a l'aide d’un pression-métre. C'est une technique simple et peu
colteuse, basée donc sur la mesure de la production de gaz (méthane et gaz carbonique

principalement), utilisés comme marqueurs métaboliques de la fermentation des substrats.

Les profils de production de gaz sont obtenus par une adaptation de la technique décrite par
Theodorou et al. (1994), 500 mg de chaque substrat sont incubés dans des flacons en verre de
120ml de capacite. A chaque flacon, 50ml du liquide ruminal dilué sont ajoutés (10ml du jus de
rumen et 40ml de salive artificielle). Les flacons sont ensuite fermés avec des bouchons de butyl,
puis sertis avec une capsule en aluminium. Les flacons sont secoués et placés dans l'incubateur a
39°C. Le suivi de la cinetique de fermentation est réalisé par la mesure de la pression de gaz
(Theodorou et al., 1994) a l'aide d'un pression-meétre muni d'une sonde (Delta Ohm DTP704-2BGl,
Herter Instruments SL, Barcelona), a différents temps d'incubation : 3h, 6h, 9h, 12h, 16h, 21h,
26h, 31h, 36h, 48h, 60h, 72h, 96h, 120h et 144h.
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Afin de faire les corrections nécessaires, des flacons témoins (blancs) sont aussi incubés.
Pour cela, quatre flacons ne contenant que l'inoculum liquide du rumen sont incubés pour étre
utilisés pour déterminer la production de gaz en I'absence de substrat et 1’utiliser en compensation
des flacons contenant le substrat étudié.
L'emploi de modeles mathématiques permet la prédiction des performances métaboliques du
microbiote ruminal. Cette technique permet aussi le suivi de la cinétique de la fermentation

microbienne.

Les incubations sont réalisées en trois séries en employant trois jus de rumen différents.
Chaque jus de rumen provient de deux animaux. Chaque série est réalisée en deux répétitions (deux
flacons/substrat /jus de rumen). Soit 6 répétitions pour chaque échantillon. Le volume de gaz (ml/g
MS) produit aprés 24h d'incubation (G24) est utilisé comme indice de digestibilité et de valeur
nutritive et énergétique, Menke et Steingass (1988).

Afin d'estimer les paramétres cinétiques de production de gaz, les données de production de gaz

sont déterminées par le modeéle exponentiel proposé par France et al. (2000) :

G=A[l-e* "]

Ou

- G (ml) représente la production cumulative de gaz a l'instant t;

- A (ml) est la production de gaz asymptotique;

- ¢ (h™) est le taux fractionnaire de la production de gaz ;

- L (h) est le temps de latence.

Selon France et al. (2000), la dégradabilité effective ED (g/g MS) dans le rumen pour une

vitesse de passage (k, h™') peut étre estimée selon la formule :

ED = ((cx D144)/(c+k)) e **

Ou: K (% h™) correspond au temps de séjour des aliments dans le rumen. Elle est calculée pour
k=0.03 h*qui est généralement considéré comme le temps de séjour des particules dans le rumen de

moutons recevant une ration a base de fourrage grossier.

3.3.2.3. Potentiel de Disparition de la Matiere séche (D144h)
La digestibilité in vitro pendant 144h est estimée par le potentiel de disparition de la
matiére séche (D144, g/g MS). Ce potentiel est déterminé par la procédure ANKOM-DAISY
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(Ammar et al., 1999). L’expérience est menée en méme temps que celle de la technique de
Production de gaz, decrite plus haut, et en respectant le méme plan de travail : utilisation de
trois jus de rumen issus des six animaux déja cités.

400 mg de substrat sec sont peses dans des sacs Daisy (taille de 5¢cm x 5¢cm, taille des pores de
20 ). Trois répétions sont réalisées pour chaque substrat. Ces sacs sont ensuite thermo-scellés
et placés dans des jarres d'incubation de 5L de capacité.

Apres 144h d'incubation, les sacs sont retirés des jarres et lavés a I’eau froide puis rincés
abondamment avec de 1’eau distillée puis a nouveau lavés a l'aide d'une machine a laver
pendant 5min. Apres séchage pendant 48 h dans une étuve & 100° ils sont alors pesés. Cette
mesure permet de calculer la digestibilité apparente in vitro (AIVD) selon la méthode originale
de Tilley et Terry (1963). Afin de déterminer la digestibilité réelle in vitro (TIVD), ces sacs
sont soumis a un traitement avec une solution de Neutral Detergent Solution (NDS) a 100°C

pendant 1h. Les NDF expriment ainsi la TIVD.

3.4. Analyse des gaz en présence du PolyEthyléneGlycol

3.4.1. Préparation des échantillons

La quantité de substrat pesée dans chaque flacon est de 400mg. Comme pour la technique de
production de gaz, 50ml de la solution rumen et de salive artificielle (1v/4v) sont ajoutés au flacon.
Deux séries de flacons sont conduites, une série sans PEG et une série avec PEG. Les flacons de la
série avec PEG recoivent 2 ml d'une solution PEG 25% (m/v), soit 500mg de PEG pour chaque
flacon. Pour la série sans PEG, on ajoute 2 ml d'eau distillée. Ensuite, chaque flacon recoit 50ml du
liquide ruminal dilué (10ml du jus de rumen et 40ml de salive artificielle). Les flacons sont ensuite
fermés avec des bouchons en butyl, puis sertis avec une capsule en aluminium. Les flacons sont
secoués et placés dans l'incubateur a 39°C. Les bouteilles sont ensuite laissées dans une étuve a
39°C pendant 24h. Afin de faire les corrections nécessaires, des flacons blancs sont aussi incubés,
ils ne contenant que I'inoculum liquide du rumen. Deux répétitions, seulement, sont réalisées. Par
conséquent, deux jus de rumen extraits de deux moutons de race Merinos sont utilisés pour
cette expérience (un flacon/substrat/jus de rumen).
Le suivi de la cinétique de fermentation est réalisé par la mesure de la pression de gaz (Theodorou

et al., 1994), a l'aide du pression-metre muni d'une sonde.
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3.4.2. Analyses chromatographiques

La production de méthane est analysée par chromatographie en phase gaz (SHUMADZU
GC-14B) selon la technique de Van Nevel (1970). La température du four de Il'injecteur est de
130°C, celle du four de la colonne est de 100°C et celle du détecteur FID est de 120°C.
La colonne est une colonne capillaire de 23 metre de longueur et de 2,1 mm de diamétre intérieur
(stainless steel column), remplie avec une phase stationnaire du type 60-80 mesh carboxen 1000. Le
volume injecté varie de 100 a 200ul. Le gaz vecteur est I’hélium (Pression 100 kPa). Le mode
d’élution se fait a débit constant. La concentration du gaz est déterminée par I’utilisation d’une
courbe-étalon établie grace a un gaz standard certifié (Alphagaz, N° 0735562.00).
Apres 24h d'incubation, les flacons sont placés dans un bain de glace afin d'interrompre la
fermentation. Un systéme de seringues graduées munies d’une valve est utilis¢ d’une part pour
permettre la mesure de la pression en millilitre et, d’autre part, pour permettre le prélévement d’un
échantillon de gaz en vue de son analyse chromatographique. Le volume du dioxyde de carbone est
calculé par différence entre le gaz total enregistré et le volume du méthane produit. La différence
entre le volume net de gaz produit dans des flacons contenant ou non du PEG est une mesure de
I’effet des tanins.
Un autre parametre calculé est I’augmentation en méthane (AM) exprimée en % aprés addition du

PEG, il est exprimé selon I’équation:

Production du méthane avec PEG(ml)—Production du méthane sansPEG (ml)

AM (%) = x 100

Production du méthane sans PEG (ml)

A partir du volume de gaz, la production des acides gras de courtes chaines ou aacides gras volatiles
(AGV) (short-chain fatty acids, SCFA) peut étre calculée a partir de 1’équation suivante (Makkar
H.P.S. 2010).

SCFA (mmol/40 ml) = -0.0601 + (0.0239 x Gas (ml)); (sans PEG)

SCFA (mmol/40 ml) = 0.0521 + (0.0207 x Gas (ml)); (avec PEG)

SCFA (mmol/40 ml) = -0.00425 + (0.0222 x Gas (ml)); (avec et sans PEG)

Cette équation peut étre généralisée aux incubations de substrats issus d’arbres et d’arbustes
L’un des facteurs déterminant le volume de gaz produit lors de toute fermentation est la proportion
molaire des AGV. Lorsque le coefficient de corrélation R? est proche de 1, ceci suppose que la
concentration des AGV totaux peut étre calculée. Cependant, il faut remarquer que la relation entre
AGV (mmol/seringue) doit prendre en considération la déduction de la pression atmosphérique du

volume total de gaz produit.
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Ces calculs sont valides seulement a pression atmosphérique de 1.

3.5. Etude de la dégradabilité in situ

3.5.1. Animaux utilisés

Pour cette expérience cing ovins males de race Merinos, castres et 4gés de 12 mois, avec un
poids moyen de 80,5+3,5kg, sont retenus dont trois, seulement, utilisés pour notre expérimentation.
Les animaux sont logés dans des hangars et séparés dans des cages.
Les animaux sont munis de fistules permanentes de 60 mm de diametre et recoivent une ration
journaliére de 1,2 kg de foin dactyle (90,1% MS, 9,2% MM, 42,5% CP), distribuée en deux repas
égaux a 8 heures le matin et 16 heures le soir. L'eau et les vitamines sont disponibles ad libitum.

3.5.2. Procédure

C'est une technique complémentaire de la technique de la production de gaz in vitro. Son
principe consiste a évaluer I'activité métabolique du microbiote ruminal in situ et & déterminer la
dégradation du substrat in vivo. Elle est réalisée selon la méthodologie décrite par Michalet-Doreau
et al. (1987) et détaillée par Lbpez et al. (1991, 1999). Pour cette expérience, les échantillons
doivent avoir une granulométrie de 3 mm. 3g de chaque fourrage sont pesés et placés dans des
sachets ou dans des sacs en nylon de dimensions externes 14 x 13 cm et de 40-50um (figure 15).
Les sacs sont préalablement identifiés selon un code mentionnant le point cinétique, le substrat et la
répétition. Ils sont ensuite thermo-scellés afin d'assurer leur étanchéité. Un ceillet est fixé sur le haut
de chaque sachet. Pour cela, deux soudures, situées a 3cm de la premiére soudure sont réalisées afin

de réduire les dimensions a 5 x 10 cm.

Figure 15 : Sacs en nylon pour I’étude de la digestibilité in sacco.
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Les sachets sont réunis par point de cinétique et par animal et attachés ensemble a l'aide

d'une ficelle en nylon indigestible. 3 répétions sont effectuées par point cinétique et pour chaque
substrat (3 répétitions/3 moutons/temps/substrat). Assemblés en paquet, les sachets sont alors lestés
a un anneau de plomb. Ce dernier est lié par une ficelle a I'extérieur de la canule et il reste suspendu
dans le rumen. Les sachets sont introduits juste avant le repas du matin.
Les mesures cinetiques de fermentation ruminale sont effectuées aprés 24h et 96h d'incubation.
Aprés chaque temps d'incubation, la ficelle est coupée et les sachets correspondants sont retirés du
rumen. lls sont ensuite lavés sommairement sous un courant d'eau froide. 1ls subissent un deuxiéme
lavage dans une machine a laver, a raison de 5 a 6 cycles de 5min, jusqu'a clarté de I'eau. Puis, ils
sont pesés apres sechage pendant 48h a 70°C afin de calculer la disparition in situ de la matiére
séche. Les sachets sont ensuite vidés de leurs contenus et des prises d’essais sont prélevées a partir
des résidus afin de déterminer la disparition in situ de la matiére azotée totale et de la fraction de la
paroi totale.

En paralléle, pour estimer la fraction de matiére séche immédiatement soluble dans le
rumen, des sachets contenant la méme quantité de fourrage sont placés individuellement dans des
béchers contenant 250ml de salive artificielle (Vérité R. and Demarquilly C., 1978), puis ils sont
agités vigoureusement pendant une heure a 39°C. La solution est ensuite filtrée a travers du papier
filtre Dumax afin de déterminer les pertes en particules (pertes physiques). Les sachets et les filtres
sont ensuite séchés pendant 48h a 70°C. La fraction soluble est égale a la différence entre la fraction

totale disparue du sachet et les partes physiques.

3.5.3. Calculs
Les résultats de la dégradation in sacco sont exprimés en pourcentage de substrat résiduel ou
dégrade, par rapport a la prise d'essai initiale.

3.5.3.1. Digestibilité de la matiére seche

MS incubée — MS résiduelle
MS incubée

MS disparue =

MS incubé = poids de I'échantillon et MS résiduelle = poids final — poids bague vide.

3.5.3.2. Digestibilité de la matiére azotée totale

CP incubée — CP résiduelle

CP di =
tsparue CP incubée

=
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MS incubée x % CP dans 1’échantillon
100

CP incubée =

MS résiduelle x % CP dans le résidu

CP residuelle = 100

3.5.3.3. Digestibilité de la fraction NDF

NDF incubée — NDF résiduelle
NDF incubée

NDF disparue =

MS incubée x % NDF dans I'échantillon

NDF incubée =
incubée 100

MS résiduelle x % NDF dans le résidu
100

NDF résiduelle =

3.6. Analyses statistiques

Une analyse de la variance (Steel et Torrie, 1980) est réalisée sur les données de la
digestibilité in vitro, la cinétique de production de gaz et la dégradabilité in situ, en prenant en
compte I’espece fourragere comme source de variation (effet fixe) et la source d’inoculum (effet
aléatoire) comme facteur de blocage. Le test de comparaison multiple de Tukey's est utilisé pour
déterminer la moyenne qui differe du reste du groupe. Elles sont considérées significativement
différentes pour une valeur de probabilité (P< 0,05).

Des coefficients de corrélations linéaires de Pearson sont déterminés par paires entre les
variables étudiees. Le regroupement des especes fourragéres a partir d’une analyse multi-variée de
toutes les données enregistrées (composition chimique, concentrations en tanins et activité
biologique, digestibilité in vitro, cinétique de fermentation de production de gaz et données in situ
de dégradabilite) et I'évaluation de I'influence relative de chaque variable sur ce regroupement sont
établies par une analyse des composants principaux.

Les paramétres des modéles mathématiques sont déterminés par les programmes numériques
et itératifs NLIN (régressions non linéaires) du logiciel SAS. Des analyses de la variance et des
matrices de corrélation sont réalisées respectivement par les programmes MIXED, CORR et
FACTOR, avec le logiciel SAS (SAS Institute, 2000).
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Résultats et discussion

1- Composition chimique des fourrages

1.1. Teneurs en matieres minérales (MM)

La composition chimique des échantillons étudiés est présentée dans le tableau 7. On y

observe des taux de matiére seche (MS) relativement élevés. Les valeurs les plus élevées sont

enregistrées chez les deux espéces arbustives A.albida et P.granatum avec des valeurs assez

proches de (918 g/Kg) et (915 g/Kg), respectivement. Les valeurs les plus basses sont notées chez

A.halimus et V.faba avec des taux respectifs de (871 g/Kg) et (888 g/Kg). Il est important de

remarquer que les échantillons des especes A.albida et P.granatum sont collectés des régions de

Boussaada et de M’Sila. Des régions situés dans une zone caractérisé par un climat aride ce qui

explique un peu ces taux élevés en MS. A contrario, la léegumineuse V.faba est collectée de la

wilaya de Constantine, plus exactement de la région de Zighoud Youcef ou le climat peut étre

classé de semi-aride a subhumide.

Tableau 7 : Composition chimiques (g/kg MS) des plantes fourrageres collectées

MS

Espéce (0/kg) OM PB MM NDF ADF ADL Hémi cellu
Artemisia herba-alba 901 920 1226 80 359 273 1155 86 157,5
Atriplex halimus 871 815 156,6 185 253 113 474 140 65,6
Acacia nilotica 900 920 2430 80 290 198 1264 92 716
Acacia horrida 904 895 2173 105 551 200 73,7 351 126,3
Acacia cyanophylla 913 899 156,6 101 447 255 1475 192 1075
Acacia albida 918 936 2520 64 430 269 139,7 161 108
Albizia julibrissin 904 872 186,1 128 264 92 49,9 172 42,1
Vicia Faba. Lvarfaba 888 857 1938 112 179 121 399 58 811

911 1090 85 222 155 95,1 67 59,9

Pinuca granatum 915

ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; Cellu: cellulose ;

minérale ; PB : Protéines Brutes; MS: matiére seche; NDF: Neutral Detergent Fibre; OM: matiere organique.

Hemi: hemicellulose; MM : matiére

Les plantes etudiées présentent des valeurs de la matiére minérale (MM) tres variables. Le

taux le plus faible de la MM est observé chez A.albida avec une valeur de (64 g/kg MS), la valeur

la plus élevée est enregistrée chez A.halimus (185 g/ Kg MS).
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Les Atriplex sont des halophytes, arbustes des sols salins (saltbush). Les plantes fourrageres
des régions arides voire désertiques telles que le genre Atriplex, sont caractérisées par des valeurs
trés élevées en matiére minérales (Bhattacharya and Al-Assiri, 1988 ; Bokhari et al., 1990 ; Ahmed
M. El-Waziry, 2007). Selon Spear (1994), la concentration des éléments minéraux dans les plantes

varie fortement avec le type de sol, le climat, le stade de la maturité et la saison de la récolte.

1.2. Teneurs en Protéines Brutes (PB)

L’A. halimus est tres riche en Crude Protéine trés digestible et pauvre en fibres et tanins d’ou
I’intérét de son utilisation comme fourrage. Seulement, 1’utilisation des feuilles de cette plante
nécessite la disponibilité de grandes quantités d’eau pour 1’abreuvement. En milieu aride cette
teneur élevée en sel limite grandement sa consommation (Al-Soqgeer, 2008; Ben Salem et al.,
2010).

La teneur en Protéines Brutes (PB) est considérablement élevée chez les plantes étudiées
(>100 g/kg MS) (Figure 16). Cette teneur varie de 252 a 109 (g/kg MS) chez A.albida et
P.granatum, respectivement.
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Figure 16 : Teneur en PB (g/kg MS) des especes étudiées
Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

Le taux de PB requis pour le fonctionnement optimal du rumen doit dépasser les 7 a 8% de
la matiere séche (Van Soest, 1994). Selon les travaux de Paterson et al. (1996), les fourrages dont
les teneurs en matiére azotée sont inférieurs a 70 mg/g de MS exigent une supplémentation azotée
pour améliorer leur ingestion par les ruminants. Norton et al., (2003) stipule que ce type de

fourrages ne peut pas fournir les minima d'azote nécessaire au microbiote ruminale pour assurer une
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activité métaboliqgue maximum. D’aprés Cabiddu et al., (2000), la plupart des plantes arbustives
fourrageres du pourtour méditerranéen ont une faible valeur nutritive, a cause, entre autres, d’une
teneur faible en PB.

En Algérie la steppe joue un réle primordial dans le systéeme agropastoral. Pres de 80% du
cheptel, ovins et caprins, s’y trouve (FAO, 2009). La steppe a Artemisia herba-alba avec ses sept
millions d’hectares de parcours occupe une bonne place dans 1’alimentation des petits ruminants
(Le Houerou, 1989a). Mais peu de données sont disponibles sur la valeur nutritive pour les
ruminants de cette plante médicinale. Pour les PB nous rapportons la concentration de 122,6 g/kg
MS. Dans une étude menée par El Aich (1991), sur A. herba-alba collectée dans la steppe orientale
du Maroc, il obtient une valeur comparable (114 g/ kg MS) alors que Ben Salem et al. (1994) et
Gasmi Boubakar et al. (2006), en Tunisie, trouvent des valeurs moins élevées. Ces différences
seraient en relation avec la proportion des différents organes de la plante récoltés et le stade
végétatif de la plante. La production en biomasse aérienne du genre Artemisia peut aller de 200 a
250 kg MS / ha (Merzak, 1990). Dans les zones arides, les plantes halophytiques sont trés
répandues dans les sols salins. Les halophytes ont une biomasse plus développée que les plantes
non halophytique. En Algérie 1’Atriplex halimus produit 3,7 t MS /ha, cingq fois plus que la
production de I’armoise blanche (0,8 t MS /ha) (Baumer, 1991). Notre étude présente une
composition chimique de I’A.halimus en ADF, NDF, ADL et PB en accord avec celle obtenue par
Luigi Stringi et al., (2009) ; Al- owaimer et al., (2008, 2011); Nefzaoui et al., (1991) mais plus
faible que celle obtenue par Haddi et al., (2009). La biomasse comestible (les feuilles) de I’atriplex
a une teneur en protéines relativement élevée (156,6 g /kg MS), plus riche en MM avec une valeur
de 185,0 g /kg MS contre 80,0 g /kg MS pour A.herba-alba.

Parmi les plantes riche en PB étudiées, nous citons la légumineuse cultivée, Vicia faba
(feve), dont la teneur en PB dans les feuilles est de 193,8 g /kg MS. En Algérie, la feve (V. faba)
est retenue surtout pour la consommation humaine sous forme de gousses fraiches, ou en grains
secs. En cas de fortes productions, I’excédent en grains secs peut étre incorporé dans 1’alimentation
du bétail (Maatougui, 1996, Micek et al., 2012). La culture de la féve fait partie de nos systemes
agraires depuis longtemps dans différentes zones agro-écologiques du pays. En Algérie la culture de
la feve est la plus importante parmi les Iégumineuses alimentaires avec 58.000 hectares soit 44,3 %
de la superficie totale réservée a cette catégorie de cultures. Sa production moyenne annuelle est de
254.000 quintaux au cours de la période 1981 - 1990 (Maatougui, 1996). Cette culture est répandue
sur tout le territoire national, cultivée sur les plaines cdtiéres, les plaines sub-littorales et dans les

zones sahariennes, spécialement les wilayates de 1’Ouest (Ouffroukh et Aggad, 1996). L’autre
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espece arbustive retenue par notre étude est le grenadier, Pinuca grantum dont les feuilles recélent
un taux en PB de 10,9 % de la matiére séche. Cette valeur est relativement élevée au taux, minimal
de 7% de la matiére seche, requis pour un bon fonctionnement de la flore ruminale (Van Soest,
1994). Seules les vertus medicinales du fruit de cette plante sont étudiées dans la bibliographie
scientifique de par le monde, aucune étude sur la valeur nutritive et les effets de la consommation
des feuilles des pomegranates sur le rumen n’est répertoriée. Seule la pulpe, et, & moindre échelle,
les feuilles du grenadier attirent I'attention en raison de leurs apparentes propriétés antibactérienne
cicatrisantes, immunomodulatrice, anti-athérosclérotiques et des capacités antioxydantes. L’activité
antioxydante a souvent été associée a une diminution du risque de diverses maladies et de la
mortalité. Des études montrent qu’il existe une corrélation positive entre le stress oxydatif et

certaines maladies chez les bovins (Shabtay et al., 2008 ; Al-Zoreky, 2009).

Toutes les feuilles des especes d'Acacia étudiées ont des valeurs élevées en PB. Les feuilles
des différentes espéces d’Acacia peuvent étre utilisées comme compléments pour les ruminants
nourris avec des fourrages de faible qualité, en particulier pendant la saison séche. Les teneurs
élevées en PB chez les Acacias de notre étude sont comparables a ceux rapportés par Topps (1997),
Abdulrazak et al., (2000) et Rubanza et al., (2003). Les variations dans la composition chimique du
feuillage des plantes fourrageres étudiées peuvent étre dues, en grande partie, a des facteurs
génotypiques. L’accumulation des nutriments dans les plantes est une propriété spécifique (Minson,
1990) qui varie selon les espéces et les genres. Les différences observées dans le contenu en PB
entre les espéces sont dues au stade de croissance. Topps (1997) obtient des teneurs en PB élevées,
de 210 et 319 g / kg MS dans les jeunes feuilles, comparativement a 153 et 219 g / kg MS dans les
feuilles matures chez Acacia tortilis et Acacia sénégal, respectivement. Dans la méme étude, Topps
rapporte, également, de faibles teneurs en PB dans les bourgeons par rapport aux feuilles a

n'importe quel stade de la croissance.

1.3. Teneurs en composants pariétaux

La digestibilité des ligneux par les ruminants est en grande partie conditionnée par leur
teneur en parois totales. Van Soest (1982) note que la richesse en parois cellulaires notamment en
lignocellulose a une influence négative sur la digestibilité. Notre étude montre que les teneurs en
parois totales (NDF) varient de facon significative en fonction de 1’espece. Les plus faibles teneurs
sont notées chez Vicia faba (179 g/kg MS), tandis que de fortes teneurs sont rencontrées chez A.
horrida (551 g/ kg MS) (Figure 17). Fall et al.,(1997) en étudiant des espéces ligneuses rencontrées
en zone sahélienne, trouve des teneurs similaires (400 g /kg MS et 420 g /kg MS). Nitis (1992), en
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région tropicale d'Asie, obtient des résultats comparables (361 g /kg MS a 640 g/ kg MS). En plus
de l'espece, il y' a certainement une influence de la région climatique, car, nos résultats sont
inférieurs a ceux rapportés pour des fourrages tempérés (600 g /kg MS) et qui varient de 530 a 690
g/ kg MS ( Abdulrazak, et al., 2000 ; Rubanza et al., 2005 ; Kumara Mahipala, et al., 2009).

Les teneurs en Lignocellulose (ADF) varient de facon tres significative avec I'espece. De
faibles teneurs sont observées chez A julibrissin, Atriplex halimus et Vicia faba avec des valeurs de
(92 g/kg MS), (213 g/kg MS) et (121g /kg MS) respectivement. Quant aux valeurs les plus élevées,
se retrouvent chez les espéces ligneuses et a leur téte A.herba-alba (273 g/ kg MS), surtout les
Acacias avec des valeurs allant de 198 g/kg chez A.nilotica a 269 g/kg MS A.albida.
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Figure 17 : Teneur en composants pariétaux en fonction de 1’espece végétale

Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: Ajulibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

A.cyanophylla et A.albida se révelent étre plus riches en lignine (ADL) avec des teneurs
voisines de 139,7 a 147,5 g/lkg MS, respectivement. Par contre les teneurs les plus basses se
rencontrent chez V.faba et A.julibrissin avec des valeurs, relativement proches de 39,9 g/ kg MS et
49,9 g/ kg MS. Les teneurs moyennes observées sont classées par ordre croissant, respectivement de
73,7- 951 — 1155 — 126,4 (g /kg MS) chez A.horrida, P.granatum, A.herba-alba, A.nilotica
(Figure 17).

Les difféerences en NDF, ADF et ADL pourraient étre dues a des différences spécifiques.
L'accumulation de fibres dans la cellule est sous le contréle du génotype. Le stade de croissance est
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un facteur & prendre en considération. Le contenu en fibres augmente avec la maturité avancée du
feuillage en raison de la lignification. Les teneurs en fibres obtenues dans cette étude sont
comparables a celles rapportées par Reed (1986) et Topps (1997) chez d’autres espéces d'Acacia.
De faibles teneurs en NDF, ADF et ADL contenus dans les feuilles d’A.nilotica sont comparables
a celles rapportées par Rubanza et al. (2003). Ces derniers auteurs rapportent des teneurs en NDF,
ADF et ADL de 182, 68 et 44 g / kg de matiere séche, respectivement. De méme, Reed (1986)
obtient des valeurs en NDF allant de 204 a 224 g/ kg MS, 200 a 230 g / kg de matiére seche, et 452
a 473 g / kg de matiére seche dans A.seyal, A.nilotica et A.drepanolobium, respectivement. De
faibles valeurs en NDF et ADF chez les espéces d'Acacia pourraient étre associée a une haute
digestibilité.

Le taux élevé en lignine dans les feuilles de certaines espéce d’Acacias, par exemple A.
albida (147,5 g / kg MS), A. cyanophylla (139,7 g / kg MS) et A.nilotica (126,4 g / kg MS)
pourrait étre associé a une faible digestibilité. Rubanza et al., (2003) rapporte des teneurs en lignine
comparables chez A. polyacantha (145 g / kg MS) et A. drepanolobium (101 g / kg MS) récoltées

dans des regions semi-arides de Tanzanie.
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Figure 18 : Teneur en hémicellulose et cellulose en fonction de I’espéce végétale

Ah.a: Aherbaalba; A h: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

Le calcul des fractions hémicellulosiques et cellulosiques montre des résultats tres
disparates. A.horrida se détache avec une valeur de 351 g/ kg MS en hémicellulose et A.herba-alba
avec 157,5 g /kg MS en cellulose (Figure 18). Le facteur déterminant en cette teneur est le stade de

maturité (age) et le génotype de la plante (Coen and Dehority, 1970 ;).
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Chez les plantes vertes, le composant fibrillaire est abondant et formé de cellulose, alors que
la matrice est formée de pectines, d’hémicelluloses et de glycoprotéines.

Les plantes fourragéres, avec un contenu relativement faible en parois cellulaires, ont par
conséquent une valeur nutritive plus élevée par rapport aux graminées (Lowry et al., 1992). Les
plantes immatures ont des teneurs plus faibles en parois cellulaires, surtout en hémicellulose, que
les plantes ayant atteint un stade avancé de maturité. Le paturage de feuilles de légumineuses est
généralement plus facile a digérer que la tige (Minson, 1990).

Les hémicelluloses peuvent constituer une importante portion de glucides fourragers, leurs
utilisation comme source d'énergie par I'animal ruminant est d'un intérét particulier. Les premieres
études classiques, avec essais de digestion, indiquent qu'une certaine perte de pentose se produit
dans le systéeme digestif des ruminants (Mc Anally, 1942 ; Marshall, 1949).

1.4. Teneurs en Polyphénols

1.4.1. Dosage chimique
La concentration des composés phénoliques, dans les feuilles des arbres et arbustes examinés,
révelent des variations considérables entre les especes. P.granatum montre la plus forte

concentration des Phenols Totaux (PT) avec une concentration de 224,6 (g/kg MS).

Tableau 8 : Composition en Polyphénols (g/kg MS) et activité biologique des tanins

Composition chimique +PEG/-PEG*®
Plant species PT PNP | TT TClI | TCL | TCT |6h |12h | 24h |48h
Artemisia. herba-alba | 47,3 | 2,2 |451 |436 |29,2 |[728 |0,58|1,06|1,05|1,01
Atriplex halimus 28,7 |15 |272 |215 |229 |444 |1030|095|0,99 1,01
Acacia nilotica 2134179 |2055|117,3|609,0|726,3 | 1,73 |2,23|1,75|154
Acacia horrida 989 |72 |91,7 |89,2 |3865|4757 (061115109 1,14
Acacia cyanophylla |204,8 7,1 |197,7|179,9 (45136312 |1,12|1,72|1,67 | 1,73
Acacia albida 311 (33 |278 |355 |262 |59,7 [085|145|1,36 1,43
Albizia julibrissin 104,8 3,9 |100,9 84,8 |5023|587,1(0,85|1,21 1,18 1,16
Vicia Faba. L 69,0 |93 |59,7 [269 |325 |594 080|099 1,01 1,08
Pinuca granatum 224628 |221,8|652 |220 |872 |0,72|1,10|1,04|1,06

PT : Phénols Totaux, PNP : Phenols Non Précipitable par le PVPP, TT : Tanins Totaux,TCL : Tanins Condensés
Libres, TCI: Tanins Condensés liés, TCT: Tanins Condensés Totaux.*Activité biologique = au ratio entre la
production de gaz mesurée a différents temps d’incubation additionnée de PEG vs. Control (i.e., Gaz PEG / Gaz

Control).
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Les valeurs les plus basses sont enregistrées chez A.halimus et A.albida avec des
concentrations respectives de 28,7 g/kg MS et 31,1 g/kg MS. Les valeurs des Tanins Condensés
Libres (TCL) et les Tanins Condensés Totaux (TCT) sont extrémement élevées chez A.nilotica avec
des valeurs de 609,0 g/kg MS et 726,3 g/lkg MS, respectivement. A I'exception de A.halimus, V.faba
et A.albida qui ont les valeurs en TCT les plus faibles (44,4 g /kg MS, 59,4 g/kg MS et 59,7 g/kg
MS) les autres fourrages présentent des valeurs moyennes variant de 475,7 g/kg MS et 631,2 g/kg
MS chez A.horrida et A.cyanophylla (tableau 8 et figure 19).

Dans la plupart des espéces étudiées, les TCL forment une grande partie des TCT, y
compris les Tanins Condensés liés aux protéines et les tanins Condensés liés aux fibres. Il est
important de mentionner qu'une forte proportion de TCT est récupérée sous forme TCL qui peut
étre responsable des éventuels effets néfastes sur la fermentation microbienne des aliments dans le
rumen (Barry et McNabb, 1999).

Reed (1986), Abdulrazak et al., (2000) et Rubanza et al., (2003) rapportent des teneurs
élevées en composés phénoliques et en tanins dans les feuilles de certaines Acacia. Des résultats
aussi éleveés en tanins condensés sont obtenus dans les travaux de Ammar et al., (2008), Alvarez et

al., (2005) pour des arbustes du Nord de 1’Espagne.
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Figure 19: Concentration en Polyphénols des espéces fourrageres étudiées

Ah.a: Aherbaalba; A h: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: Ajulibrissin; VT: Vicia faba; Pg:P.granatum
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Ces différences en concentration peuvent étre dues a la saison durant laquelle ces fourrages
sont récoltés (Makkar et al., 2007). Les échantillons de feuilles matures de A.albida sont récoltés a
la fin du printemps (mai), mais A.nilotica est récoltée au début de Il'automne (septembre). Les
variations saisonni¢res en polyphénols, d’une maniére générale, suivent des modeles différents dans
chaque espéce végétale (Hagerman, 1988). Vaithiyanathan et Singh (1989) rapportent que les
feuilles de diverses espéces d'arbres ont répondu difféeremment aux variations saisonniéres, par
rapport a leur teneur en tanin. Certaines especes montrent une augmentation de la teneur en tanin en
été et d’autres en hiver. Le méme résultat est obtenu par Gupta et al., (1992), en notant une nette

augmentation de la teneur en tanin en saison estivale.

Le stress hydrique induit des augmentations de teneur en TC (Anuraga et al., 1993), mais la
répartition entre les tannins libres et liés ou non aux protéines dépend du stress subit durant la
croissance de la plante (lason et al., 1995). Il existe aussi une relation positive entre I’intensité
lumineuse et la quantité de polyphénols produits dans une plante (Mole et Waterman 1987). Lees et
al., (1994) observent une augmentation de la teneur en TC dans le lotier pédonculé Cav. (lotus
uliginosus) quand la température est de 30°C comparée a 20°C, alors qu’il n’en est pas de méme
pour le lotier corniculé. Des teneurs plus élevées en TC ont été également observées sur des sols
acides peu fertilisés alors que celles-ci sont plus faibles sur des sols trés fertilisés (Kelman et Tanner
1990, Aureére et al., 2012).

En plus, avec I’évolution du stade de développement la proportion de feuilles dans la
biomasse de la plante entiere diminue. Cela laisse supposer, les feuilles étant plus riches en TC que
les tiges, que la teneur en TC diminue comme 1’ont observé Borreani et al., (2003), avec du sainfoin
et du sulla, et Pilluza et al., (2000) avec du sulla. Les résultats obtenus avec le sainfoin, variété
Perly, récolté a des stades et des cycles différents par Theodoridou et al., (2010) indiguent peu de
variations de la teneur en TC. A I’inverse, Bell et al., (1992), avec des feuilles de coton, Koupai-
Abyazani et al., (1993a) avec du sainfoin, Theodoridou et al., (2011a, 2011b, 2012), avec 3 variétes
de sainfoin, observent une augmentation de la teneur en TC avec le stade de développement. Ces
résultats, apparemment contradictoires avec ceux rapportés plus haut, peuvent néanmoins
s’expliquer : pendant la période de croissance, les plantes produisent une quantité importante de
biomasse, et la synthése des composés phenoliques est faible alors que pendant la floraison, la
croissance est ralentie et le carbone serait disponible pour la synthése des TC (lason et al., 1993).

Les variations considérables entre les différents composés phénoliques affichée (Figure 19)

peuvent étre liés, non seulement aux espéces fourrageres elles méme, mais aussi a la méthode

.
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danalyse (Ammar et al. 2005). Avec des plantes riches en tanins, une difficulté majeure est le
manque de techniques de laboratoire précises pour leurs dosages (Palmer et McSweeney, 2000).
Les méthodes colorimétriques doivent étre utilisées avec prudence, car elles ne donnent pas un
dosage quantitatif précis. Les différences entre les valeurs observées et celles de la littérature,
concernant les concentrations en tanin, peuvent étre dues a la nature des tests utilisés, la nature des
tanins dosés dans les différentes especes fourrageéres, le stade de croissance et, également,
I'influence des facteurs édaphiques et climatiques (Rubanza et al., 2005). En raison de la grande
variation de leur structure, la mesure de la teneur en TC est complexe. Les méthodes de dosage les
plus couramment utilisées sont des méthodes colorimétriques: HCL-butanol (Porter et al., 1986 ;
Terrill et al., 1992a)(voir chapitre matériels et méthodes), méthode a la vanilline, (Broadhurst et
Jones 1978, Terrill et al., 1992a) ou basées sur la précipitation des protéines. Méthode de diffusion

radiale (Hagerman 1987).

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 (Aufrere et al., 2012) .
La méthode de diffusion radiale permet de déterminer I’activité biologique mais est mal adaptée
pour mesurer la teneur en TC (Aufrere et al., 2012). La comparaison des résultats des différents
travaux de la littérature reste donc difficile (Schofield et al., 2001). Enfin, trés récemment, la
méthode par la thiolyse (Gea et al., 2011 ; d’apres Aufrére et al.,2012) qui est a la fois qualitative et
quantitative, permet de mesurer la teneur en TC et d’avoir des indications sur leur structure.
Cependant a I’heure actuelle, elle n’est pas applicable a tous les modes de conservation de fourrage,
en particulier aux ensilages (Aufrére et al.,2012). Ainsi, le concept selon lequel une teneur en TC
dans la plante inférieure & 50 g/kg MS serait bénéfique pour la santé et la nutrition de 1’animal
(Barry et Mc Naab 1999) est obsoléte et ne reste valable que lorsque le dosage a été réalisé par la
méthode vaniline-HCI ou par la méthode HCI-butanol (Aufrére et al.,2012). De plus, les
recommandations de Barry et McNaab (1999) proviennent d’expérimentations réalisées avec du
lotier et ne sont pas applicables pour d’autres fourrages contenant une concentration plus élevée en
TC estimée par la méme méthode d’analyse. Par exemple le Sulla (teneur en TC = 72 g/kg MS) et
le sainfoin (teneur en TC = 80 g/kg MS) ont une valeur nutritive élevée (Ulyatt et Egan 1979,
Stienezen et al., 1996). La teneur plus faible en TC du lotier corniculé par rapport a celle du lotier
pédonculé n’est pas suffisante a elle seule pour expliquer leurs effets différents du point de vue
nutritionnel (Aufrere et al.,2012).
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Il est important de signaler que la concentration des TC dans une cellule est contrblée
principalement par son génotype, avec un effet secondaire exercé par I'environnement. Dans une
étude sur le lotier (Lotus corniculatus) Ross et Jones, (1983) et Dalrymple et al., (1984b) montrent
que le mode de transmission des genes de tanins est monogénique. Le caractére est sous
I’influence d’un géne nucléaire dominant multiallélique. Il a été déterminé, en utilisant des clones
d’un germoplasme de lotier présentant des concentrations variables en tanins condensés, que
I’hérédité de ce caractére est sous la dépendance de génes a effets additifs. Ces résultats laissent
entendre que la concentration en tanins condensés peut étre manipulée dans certaines plantes grace
a un programme de sélection massale (Miller et Ehlke, 1996).

L'utilisation des PB a partir de feuilles d'Acacia paturables peut étre limitée par le niveau
élevé (> 80 g/ kg MS) des composés phénoliques et de tanins et surtout des niveaux encore plus
élevés (> 50 g / kg MS) des tannins condensés. Ces niveaux élevés de tanins empéchent I'utilisation

des PB de ces fourrages comme supplément pour les ruminants (Aerts et al., 1999).

1.4.2. Activité biologique des tanins

Pour le criblage de I'activité biologique des tanins, la méthode la plus révélatrice de cette
activité reste la technique « Tanin bio-assay » suivie par une quantification chimique des tanins
(Jayanegara et al., 2011). D’aprés Vitti et al., (2005) le dosage chimique de la teneur en tanins est
un mauvais indicateur de leur activité biologique. Le meilleur moyen est I’utilisation de la
technique de production de gaz en incorporant le PEG (Makkar, 2003a). En inhibant les tanins, le
PEG met en évidence leur effet biologique sur la digestion. La différence observée entre les
volumes de gaz, en présence et en absence de PEG, indique le taux de protéines protégées par les
tanins (Tolera et al., 1997; Getachew et al., 2002).

Dans la présente étude, les rapports les plus élevés, obtenus en calculant le ratio (+PEG/-
PEG), s’observent chez A.nilotica, A.cyanophylla et, & moindre degré, chez A.Julibrissin (Figure
16). L'augmentation de la production de gaz due a l'inclusion de PEG dans l'incubation représente
I'effet quantitatif des tanins (Makkar et al., 1995). Le volume cumulé de gaz a 24 h et 48 h apres
I'inoculation sert pour les comparaisons en présence et en absence de PEG, car il est probable que la
fermentation compléte dans le rumen survient dans les 24 a 48 h de la consommation du fourrage

chez les ruminants (Mlambo et al., 2009).

&



Résultats et discussion

2,5

2
O
w
a.
® 15
O m6h
~~
O} m12h
o,
+ O24h
N m48h
o

0,5 -

0_

Aha Ah An A ho Ac Aa Aj v f Pg
Espece

Figure 20 : Ratio (+PEG/-PEG) mesurant 1’activité biologique des tanins (Makkar, 2003)
Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; VT: Vicia faba; Pg:P.granatum

Cela montre que les tanins condensés contenus dans ces trois espéces ont la plus grande
activité biologique et par conséquent les plus antinutritionels parmi les espéces évaluées. Dans des
études similaires sur d’autres espéces d’Acacias, la production de gaz augmente significativement
aprés addition du PEG. Cette augmentation est due, principalement aux tanins condensés présents
dans le feuillage des fourrages utilisés, essentiellement les Acacias (Osuga et al., 2007; Kumara
Mahipala et al., 2009).

Les concentrations obtenues des tannins, avec les différentes techniques sont positivement
corrélées (p<0,0001). La corrélation des TCT contenus dans ces trois Acacias avec leurs activité
biologique est significativement élevée (r = 0,69, p = 0,03; r=0,80, p =0,0092; r = 0,81, p =
00,0071; r = 0,81, p = 0,0096) a 6 h, 12 h, 24 h et 48 h d'incubation, respectivement. Ces résultats
sont compatibles avec les conclusions de Mlambo et al., (2009) et Kumara Mahipala et al., (2009).
Des études antérieures ont montré que les tanins condensés peuvent provoquer un fort effet
dépressif sur l'activité microbienne et par consequent sur la production de gaz mesurée in vitro

(Salawu et al., 1997; Herv'as et al., 2003) et sur I'efficacité de la croissance microbienne (Getachew
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et al., 2008). Les tanins condensés ont un effet néfaste sur les bactéries cellulolytiques en inhibant
leur activité (Salawu et al., 1997; Herv'as et al., 2003).

L’analyse des données mentionnées dans le tableaul2 montre que I’effet du PEG sur le
volume de gaz produit ainsi que I’effet « espece » pour ’ensemble des échantillons étudiés sont
significatifs (p<0,0001). L’interaction de ces deux facteurs (espéce x PEG) influe significativement
cette production (p<0,001). Cependant, I'activité biologique des tannins condensés dépend, aussi, de
leur structure chimique et de leurs concentrations (Monagas et al., 2010).

Il est important de signaler aussi que pour les fourrages riches en tannins la méthode de Van
Soest et Robertson (1980) permettant de déterminer la teneur en constituants pariétaux (NDF) n’est
pas applicable telle quelle. En effet, ces derniers peuvent se lier aux protéines ou se complexer avec
les constituants pariétaux, ce qui entraine un biais dans les résultats (Makkar et al., 1995, Pagan et
al., 2009).

L’autre intérét d’utiliser des légumineuses, a tannins, conservées sous forme d’ensilage
réside dans le fait que les TC sont capables de se fixer aux protéines conduisant a une moindre
hydrolyse de ces dernieres pendant le stockage et a une bonne conservation de I’ensilage sans ajout
de conservateur, comme 1’ont montré Albrecht et Muck (1991) et Theodoridou et al., (2012). Par
ailleurs, 1’activité biologique des TC est plus faible dans les ensilages que dans le fourrage vert
correspondant, pour du sainfoin étudié a deux stades de développement (fin floraison au premier
cycle de végétation et début floraison au deuxieme cycle de végétation) (Aufrére et al., 2012). Cela
s’explique par des concentrations en TC extractibles et non extractibles plus faibles dans 1’ensilage
(Theodoridou et al., 2011b). Toutefois, ces résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par
Minneé et al., (2002) avec du Lotier corniculé et du Sulla, et par Scharenberg et al., (2007) avec du
Sainfoin. Ces auteurs ne rapportent pas de modifications de teneur en TC dans I’ensilage par
rapport au fourrage vert. Cependant, ils constatent que la teneur en tannins libres est réduite dans
’ensilage. Cette altération se ferait au cours de la mise en silo, qui cause une rupture cellulaire et la

libération des TC, ceux-ci pouvant se combiner a d’autres molécules (Minneé et al 2002).

Selon Aufrere et al., (2012) les relations entre la teneur, la structure et la capacité des TC a
se lier aux proteines sont complexes et les résultats dépendent en partie de ’espéce végétale, du
stade de developpement de la plante, de son mode de conservation, de son environnement, mais
aussi des méthodes de dosages utilisees qui ne mesurent pas toutes les mémes entités. La structure
des TC est un vaste domaine de recherche et a été peu étudiée jusqu’a maintenant sur les fourrages
(Aufrere et al., 2012). Lorsqu’elle a été mesurée, la relation entre la structure chimique et 1’activité

biologique n’est pas simple a interpréter (Waghorn, 2008 ; Theodoridou et al., 2010, 2011a, b et
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2012). En conséquence la structure des TC ne pourra pas toujours étre prise en compte pour
expliquer I’effet des TC sur les paramétres de la valeur alimentaire (Aufrere et al., 2012).

2- Etude de la digestibilité des fourrages

2.1. Digestibilité de la matiére seche

2.1.1. Digestibilité in vitro selon la méthode de Tilley et Terry

La composition chimique seule ne suffit pas pour apprécier la valeur nutritive d'un aliment.
Elle doit étre couplée a la digestibilité et I'ingestibilité de cet aliment. Celles-ci déterminent le
niveau de métabolisation des éléments nutritifs révéleés par les analyses chimiques. La digestibilité
de la matiére séche des fourrages peut étre déterminée avec le concours d’animaux (méthode in
vivo). Cette méthode est onéreuse et nécessite de gros moyens. En outre, elle n’est pas utilisable
d’une maniére courante pour de nombreux échantillons. Pour faire face & ce probléeme, plusieurs
méthodes d’estimation de la digestibilité en laboratoire (in vitro) sont disponibles. Parmi elles, la
méthode en deux étapes développée par Tilley et Terry (1963) s’est bien imposée. Sa mise en
ceuvre exige cependant du jus de rumen provenant de ruminants fistulés. La technique de Tilley et
Terry est largement utilisée en raison de sa commodité. Le taux de matiére seche dégradee apres
une durée d'incubation déterminée est pris comme index de la digestibilité des fourrages. La
précision de la prévision de la digestibilité augmente avec la durée d'incubation des échantillons

dans le jus rumen.

Pour notre étude, les potentiels de digestibilité in vitro de la Matiere Séche les plus élevés
sont ceux de I’Atriplex.halimus et de Vicia faba par rapport a des valeurs de digestibilité
significativement faibles (p < 0,05) obtenues avec le feuillage de toutes les espéces d’acacias
confondues (Tableau 9 et figure 21). Les valeurs obtenues de la digestibilité apparente (AIVD), la
digestibilité réelle (TIVD) et la digestibilité selon Tilley et Terry (IVDTT) de I’Atriplex et de la
féverole sont respectivement de 0,702, 0,823, 0,761 (g/ g MS) et 0,672, 0,823, 0,745 (g / g MS).

Les faibles valeurs de la digestibilité de A.cyanophylla et A.nilotica, (0,307, 0,480, 0,457 ¢
/g MS) et (0,396, 0,643, 0,497 g/ g MS) pour respectivement I’AIVD, TIVD et IVD-TT, sont dues
a leur contenu élevé en lignine et Tanins. En effet, la TIVD et la IVD-TT montrent des
corrélations significativement négatives avec I'ADL (r = - 0,89, p = 0,0010 et =-089, p=
0,0011), respectivement. Il est un fait bien établi que la concentration de la lignine des fourrages est
négativement correlée avec la digestibilité (Jung et Deetz, 1993).
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Tableau 9 : Digestibilité in vitro de la matiere séche (g /g MS) selon Tilley et Terry

Temps d’incubation 48h 96h
Digestibilite Jus de rumen Pepsine
Espece AIVD TIVD IVD-TT
Asteraceae Artemisia herba-alba 0,509° 0,590° 0,558
Chenopodiaceae Atriplex halimus 0,702 0,823 0,761
Fabaceag - Acacia nilotica 0,396 0,643¢ 0,497
Leguminosae Acacia horrida 0,571° 0,703° 0,657¢
Acacia cyanophylla 0,307¢ 0,480" 0,457¢
Acacia albida 0,430" 0,583° 0,567
Albizia julibrissin 0,451%¢ 0,723 0,634°%
Vicia Faba. L 0,672° 0,823° 0,745%®
Lythraceae Pinuca granatum 0,607°° 0,762 0,664
SEM 0,0214 0,0187 0,0171

AIVD: Apparent in vitro Digestibility; IVD-TT: in vitro Digestibility of Tilley & Terry; TIVD: True in vitro Digestibility; *
b.c.d et 9 moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).
S.E.M.: Erreur Standard des Moyennes.

La lignine, entierement indigestible, représente une barriére physique limitant lI'accés des
enzymes microbiennes a la paroi cellulaire (Van Soest, 1994). La teneur en fibres (NDF, ADF,
ADL) est une composante importante des aliments pour animaux. Elle représente la fraction la plus
difficile a digerer. Présentes dans un aliment en quantité importante, les fibres semblent altérer le
métabolisme et les fermentations dans la panse. La lignine par exemple est la fraction de NDF quasi
indigeste qui durcit les parois cellulaires entrainant ainsi une diminution de la digestibilité. Les
valeurs de la digestibilité in vitro des feuilles d’A.cyanophylla, A.nilotica et A.albida sont
inférieures a celles enregistrées in vitro par Ben Salem et al., (1997); Rubanza et al., (2005);
Mlambo et al., (2009); Getachew et al., (2000). Le coefficient de digestibilité du fourrage dépend
donc de la proportion et de la digestibilité¢ des membranes. Celle-ci diminue quand augmente la
proportion des membranes dans la plante ainsi que leur lignification. En termes histologiques, on
peut dire que les tissus cellulosiques (parenchymes ...) sont entiérement digestibles alors que les
tissus lignifies (sclérenchyme, tissus conducteurs ...) sont presque entierement indigestibles; on les

retrouve réduits a I'état de fines particules dans les féces (Gorshkova et al., 2000).




Résultats et discussion

0,9 -

0,8 -

0,5 -

Digestibilité (g/g MS)

0,4 mAIVD
OTIvVD
mVD-TT

0,1 -

Ah.a Ah An Aho Ac Aa Aj \"Ai Pg

Espéce

Figure 21 : Digestibilités des fourrages ( g /g Ms) selon la méthode de Tilley et Terry
Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

Ces résultats montrent, aussi, que la digestibilité des fourrages est clairement entravée par
les teneurs élevées en tanins condensés (TCs) comme il est rapporté, dans une étude similaire par
Jayanegara et Palupi, (2010). La complexation des TCs avec les protéines alimentaires ou leur
fixation aux enzymes bactériennes réduisent globalement la protéolyse ruminale (Zimmer et
Cordesse, 1996; Jean-Blain, 1998; Aerts et al., 1999; Min et al., 2003). Ces phénoménes ont
notamment été décrits chez des ruminants consommant des légumineuses fourragéres (Theodorou et
al., 1999). Au niveau du rumen, la complexation excessive des TCs avec les protéines et les fibres
alimentaires les rendraientt moins digestibles (Butter et al., 1999; Mueller-Harvey, 2006; Mc
Sweeney et al., 2008). La consommation de TCs affecterait aussi la digestion des lipides et la
production des acides gras (Butter et al., 1999; Mueller- Harvey, 2006; Mc Sweeney et al., 2008).
Enfin, des ingestions massives de TCs peuvent perturber la digestibilité ruminale par une réduction

globale des activités enzymatiques de la flore (Mc Sweeney et al., 2001).
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2.1.2. Dégradabilité in situ (in sacco)

Selon Preston (1986), la dégradabilité de la matiere seche d'un aliment de bonne valeur
nutritive doit étre égale ou supérieure a 50% (0,5 g /g MS) apres 24 heures d'incubation dans le
rumen. Dans notre étude ce n’est pas le cas pour A.cyanophylla, A.herba-alba et a un degré
moindre pour A.nilotica (p=0,05) avec respectivement des taux de 0,386 (g / g MS), 0,452 (g / g
MS) et 0,508 (g / g MS) (Tableau 10 et figure 22).

Tableau 10 : Cinétique de dégradation in sacco de la matiere seche (g/ g MS) des fourrages

A.

Atriplex | Acacia |Acacia |Acacia |[Acacia [Albizia Vicia |Pinuca
herba | - : . R SEM
. halimus |nilotica | horrida |saligna | albida |julibrissin [faba |granatum
Espéce |alba

OH 0,249° 10,325° [0,183" [0,195° [0,205° [0,242° |0,340 0,464%10,343" 0,0171

24H [0,452%[0,679° [0,508% |0,536° [0,387¢ [0,562° [0,742° 0,829° [0,867° 0,0315

96H |0,600° [0,839° [0,697° |0,628° [0,640° [0,662° [0,830° 0,857% [ 0,902° 0,0223

OH, 24H, 96H : Temps d’incubation ; *™ %% ® "9 moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont

significativement distincts (P < 0,05). S.E.M.: erreur standard des moyennes.

Nombreuses études sont menées sur la dégradabilité des fourrages ligneux, principalement
les Acacias. Néanmoins, une comparaison des divers travaux effectués portant sur le méme fourrage
s’avere difficile en raison d’une grande variation dans les procédures d’expérimentation
(constituants de la plante analysés, protocole d’analyse, mode d’échantillonnage et de préparation
de I’échantillon). On sait également que la composition chimique d’un fourrage, dont dépend la
dégradabilité, est influencée par le mode de culture, la nature du sol, ’ensoleillement, la saison et le
stade végétatif. En outre, les résultats obtenus a partir de la technique des sachets en nylons sont peu
reproductibles. Le rumen n’est pas un milieu stable et homogene et il existe de grandes

modifications du milieu ruminal au cours du jour ainsi que d’un compartiment a I’autre.
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Figure 22 : Evolution de la disparition, in sacco, de la matiére séche des substrats récoltés.
Ah.a: Aherbaalba; A h: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; V. Vicia faba; Pg:P.granatum

2.1.2.1. Cinétigue de dégradation de la Matiere Séche in sacco.

Les parametres de la cinétique de dégradation de la matiére seche en utilisant les sachets en
nylon (in sacco) des différents substrats étudiés sont présentés dans le tableau 14. L’analyse de
variance nous a permis de remarquer que la disparition de la matiére séche variait tres
significativement en fonction de 1’aliment utilisé et du temps d’incubation (p<0,05).

Les valeurs du Washing loss (pertes dues au lavage au temps TO) sont comprises entre 18,3
% et 46,4 %. La valeur la plus élevée est notée chez V. faba, tandis que la valeur la plus basse est
observée chez A.nilotica (p<0,05). Exception faite des taux enregistrés chez V.faba et P.granatum,
(0,464 g/100g MS) et (0,343 g/100g MS) tous les autres substrats montrent des valeurs relativement
faibles (p<0,05). Quant aux taux enregistrés au temps T24, nous observons toujours la méme
tendance, avec P.granatum et V.faba enregistrant des valeurs significativement supérieures,
respectivement de 0,867 et 0,829 (g/100g MS) (p<0,05) (voir figure 22).

Nous notons que la digestibilit¢ a 96 heures de I’ensemble des substrats étudiés peut étre
groupée en deux classes bien distinctes p<0,05) (Voir Tableau 14). Elle est moins disparate que

celle de 24 heures du fait que le plateau (digestibilité maximale) peut étre atteint a partir de 72.

=



Résultats et discussion

Rettigner (1999), au cours d’un travail sur la dégradabilité de certains fourrages, et de sous-produits
d’industrie d’origine tropicale, suggére I’insertion d’un temps d’incubation supplémentaire de 72 H
afin d’obtenir une meilleure représentation de la courbe de dégradabilité et d’atteindre le plateau de
dégradabilité, c’est-a-dire le temps ou aucune dégradation significative n’a licu. En effet le temps
d’incubation maximal de 48 heures précédemment choisi n’avait pas permis d’obtenir une
description de la cinétique de dégradation ainsi que pour les fibres brutes de la majorité des aliments

testés, le plateau de dégradabilité n’ayant pas été atteint (Boukary-Mori H., 2000).

La durée du temps d’incubation nécessaire, pour identifier clairement le plateau de
dégradabilité, doit étre adaptée a la nature de 1’échantillon analysé. Ainsi un temps d’incubation de
48 h est suffisant pour les aliments protéiques et certains fourrages tandis qu’au moins 72 h
d’incubation sont nécessaires pour la majorité des fourrages. Si une grande différence est constatée
entre 48 et 72 heures, il est alors nécessaire d’inclure un temps de 96 heures pour obtenir une

description de la cinétique de dégradation plus adéquate.

Malgré certaines différences dans la conduite de nos travaux avec ceux rencontrées dans la
bibliographie nous considérons que nos résultats sont comparables avec plusieurs. Dans des études
utilisant six acacias endémiques du Kenya (Acacia.brevispica, nubica, tortilis, seyal, nilotica, et
mellifera) Abdulrazak et al. (1996, 1998, 2000) obtiennentt des valeurs de la fraction soluble
(waching loss ou digestibilité a 0 heure) comprises entre 0,146 a 0,505 g / kg MS. Une vitesse de
dégradation comprise entre, 0,021 et 0,1115 h™. Pour A.nilotica, il obtient, respectivement, une
dégradabilité a 96 heures, un potentiel de dégradation (A) et une dégradabilité effective de 609, 642,
346 (g / kg MS).

En se basant sur le potentiel de dégradabilité, les échantillons étudiés peuvent étre classés
comme suit: P.granatum >V.Faba >A.halimus >A. julibrissin>A.nilotica>A.albida

>A.cyanophylla >A.horrida >A.herba alba.

2.1.2.2. La digestibilité in vitro et la dégradabilité in sacco de la matiere seche

Afin de mieux apprécier les différents résultats obtenus avec les deux méthodes utilisées, la
méthode de digestibilité de la matiere seche in vitro de Tilley et Terry et la méthode de
dégradabilité de la matiére séche in sacco, il nous est apparu important de comparer la concordance
de leurs résultats. A cet, effet nous observons une corrélation positive entre les différentes

digestibilités des deux méthodes (Tableau 11).
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En comparant les différents taux obtenus par les deux méthodes, on constate que les valeurs
mesurées par la technique des sachets de nylon sont systématiquement supérieures aux coefficients
obtenus par la technique de Tilley et Terry (p<0,05). La moyenne des taux obtenue pour I’ensemble
des substrats analysés par la méthode in situ est de 0,739 (g / g MS) contre un taux de 0,615 (g/ g
MS) (Voir figure 22).

Tableau 11: Corrélation entre les digestibilités in vitro et in sacco de la matiére seche.
AIVD | TIVD | IVDTT | Insitu Oh | In situ24h | In situ96h

0,891
TIVD 1
*%
0,947 | 0,934
IVDTT 1
**xk **k*k
0,666 | 0,739 | 0,754
In situ Oh 1
* * *

0,681 | 0,846 | 0,773 0,858

In situ 24h 1
* * * **
_ 0,597 | 0,806 | 0,694 0,82 0,935
In situ 96h 1
ns *%* * *% *kkk

*<0,5, **<0,01, ***<0,001, ****<0,00001, ns>0,05.

Des constatations identiques ont été rapportées par Combe-Dinuis et Weeler (1979) a
propos de la digestibilité de la matiére seche de paille traitée a la soude : aprés 48 heures
d’incubation, les auteurs obtiennent, avec la technique des sachets de nylon, des coefficients
supérieurs de 4 points aux valeurs mesurées par la technique de Tilley et Terry. L’obtention de
valeurs plus élevées avec la technique in sacco peut provenir d’une différence dans 1’établissement
de I’état d’équilibre entre le substrat (aliments), les réactifs (enzymes) et les produits de la réaction
(métabolites). Dans la technique des sachets, une faible quantité d’aliments est mise en incubation
dans une grande masse de réactifs, les produits de la réaction sont éliminés en continu de telle sorte
que I’équilibre est fortement déplacé vers la production des métabolites. Dans la technique de Tilley
et Terry seuls les gaz peuvent s’échapper ; aprés quelques temps de fermentation, une accumulation

de métabolites freine la réaction (Istasse et al., 1990).

Il est important de signaler que compte tenu de la lourdeur des mesures de digestibilité in

vivo, plusieurs méthodes alternatives sont proposées pour évaluer plus facilement, voire en routine,

o
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la digestibilité des fourrages. Contrairement aux études in vivo, elles présentent I’intérét d’évaluer

spéecifiquement ces aliments.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Minsacco 96h mIVDTT

Figure 23 : Comparaison entre la digestibilité In sacco et la digestibilité de Tilley et Terry
(p<0,05).

L’application de la méthode de Tilley et Terry aux fourrages tempérés permet de prévoir
leur digestibilité avec une grande précision (1’écart-type résiduel des estimations est voisin de 2
points) pour des ensembles de fourrages botaniquement homogenes et de bonne valeur nutritive.
Les prévisions sont moins précises avec les fourrages pauvres, en particulier ceux des régions
chaudes, dont la teneur en azote peut €tre limitante pour I’activité microbienne. Quant a la précision
de la méthode in sacco, elle plus faible pour les fourrages riches en ADL et pauvres en azote, ce qui
est fréquemment le cas des fourrages tropicaux, avec lesquels du matériel microbien resterait
attaché aux fibres dans le résidu final (Michalet Doreau and Ould Bah, 1992).

La prédiction de I'IVDTT et la digestibilité in sacco de la MS en prenant en considération
la composition en ADL est réalisée. Des équations de régression différentes sont obtenues, mais
dans les deux cas nous observons un effet négatif de la composition en ADL sur la digestibilité de
la matiere seche (voir figure 19).

- Digestibilité de Tilley et Terry, IVDTT ;y =-357,45x + 312,82 (R2=0,801)
- Digestibilité In scco de la matiere séche ; y =-238,95x + 269,48 (R2 = 0,443)
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y =-357,45x + 312,82
ADL R =0,801

200
[
[¢B]
8 150
?/‘\ \"\
52 100 \:\
- o
€3 so o 50—
5S4
:E 2 0 T T T T T T T 1
[72]
S 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
§ IVDTT (g/g MS)

ADL y = -238,95x + 269,48
R? = 0,443

200
c
[¢b]
8 150 *.
& *e
_— N
- ’
§ S 100 3
g < ®
3 50 LN
S 4
E 2 0 T T T T 1
[%2]
é 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
8 Digestibilité In sacco de la MS (g / g MS)

Figure 24 : Relation entre la composition en ADL et la digestibilité de la matiére seche.

Ce résultat est corroboré par 1’analyse de corrélation entre les deux types de digestibilités
suscitées et une partie de la composition chimique des échantillons étudiés (Tableau 11).
Nous remarquons que la composition en ADL est négativement corrélée avec les digestibilites,
apparente (AIVD) et la digestibilité de Tilley et Terry (IVDTT) (r =- 0,9 ; p <0,001) ainsi qu’avec
les digestibilités in situ, mais a un degré moindre (r = - 0,7, p<0,05). L’effet de la fraction NDF sur
la digestibilité de la matiére séche est un peu paradoxal, si ’on tient compte de la différence
observée entre les coefficients de corrélation obtenus avec les deux méthodes. Nous avons
respectivement r = -0,4, -0,6, -0,5 (p>0,05) pour I’AIVD, TIVDIVDTT et r=-0,8, -0,7, -0,8 (p<0,5)
pour I’in situ Oh, In situ 24h, In situ 96h. Par contre I’effet de la matiére organique n’est pas
significatif (p>0,05).
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Tableau 12 : Corrélation entre la digestibilité in vitro, in sacco et la composition chimique

AIVD | TIVD |IVDTT | ISOh | 1S24h IS96h | OM | PB NDF
TIVD [09** |1
IVDTT | 0,9 *** | 0,9*** |1
ISOh 0,7* |0,7* 0,7* 1
IS24h | 0,7* |0,8* 0,8* 08** |1
IS96h |[0,6ns |08** |0,7* 0,8%* | 0,9 **** | 1
OM -0,6ns | -0,7* -0,7* -0,6ns | -0,4ns -06ns |1
PB -0,3ns | -0,dns |-0,2ns |-0,3ns | -0,2ns -0,3ns | 0,2ns |1
NDF -0,4ns |-0,6ns |-0,5ns |-0,8* |-0,7* -0,8** | 0,4ns [ 0,3ns |1
ADL | -0,78* |-0,9%** | -0,9*** | -0,7* |-0,7* -0,7* 0,8 |0,1**|0,5ns

IS: In situ (In sacco); *<0,5, **<0,01, ***<0,001, ****<0,0001, ns>0,05.

La méthode classique de Tilley et Terry (1963) a été supplantée par la méthode du « gaz-
test » ou « gas production » de Hohenheim (Menke et al., 1979) qui présente I’intérét d’étre bien
standardisée et de s’appuyer sur des mesures de production de gaz faciles a lire. Des variantes de
cette méthode, bien adaptées a des mesures en cinétique, sont proposées par Cone et al., (2002).

Les résultats de la digestibilité in vitro en utilisant la méthode de production de gaz sont traités dans

les parties qui suivent.

2.2. Cinétique de dégradation in sacco de la fraction NDF

Les parameétres cinétiques de dégradation de la fraction pariétale des échantillons analysés
sont résumes dans le tableau 13.
La dégradabilité de la NDF est statistiquement différente entre les espéces étudiées, aux différents
temps d’incubation (P<0,05). Pour le premier traitement au temps de TO, zéro heures (washing
loss), elle est comprise entre 0,163 et 0,501 (g/100 g MS). La valeur la plus élevée est notée chez V.
Faba et la plus faible est enregistrée chez A.herba alba. Aux termes de I’incubation (96 heures), la
disparition de la NDF est comprise entre 0,889 et 0,367 (g/100 g MS). En concordance avec le
washing loss (TO), la valeur la plus élevéee est notée pour V. Faba par contre A.albida enregistre la
valeur la plus faible. La dégradation effective (ED) est statistiguement variable entre les fourrages
(P<0,05). Elle est comprise entre 25,8 et 62,1%. La dégradabilité la plus élevée est observée chez V.

Faba et la plus faible pour A.albida.
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La faible digestibilité de la fraction NDF des Acacias, est largement discutée dans plusieurs
travaux (Makkar et al., 1995; Woodward and Reed, 1997 ; Ben Salem et al., 1999b ; Abdulrazak et
al., 2001 ; Alam et al., 2007).

Tableau 13 : Dégradation in sacco de la fraction NDF (g/ g MS) des fourrages collectés.

A.

Atriplex | Acacia |Acacia |Acacia |Acacia|Albizia |Vicia |Pinuca
herba ) o ) ) ) o SEM
. halimus | nilotica | horrida | saligna | albida |julibrissin|faba |granatum
Espéce |alba

O0H 0,163 [0,201° [0,283% [0,324° [0,385" |0,277% [0,159" 0,501%]0,293% [0,020

24H 1[0,81° [0,310° [0,397" [0,500° |0,634° [0,3119 |0,575¢ 0,749%/0,629°° [0,028

96 H [0,683%|0,664° [0,531" [0,601° |0,769° [0,367% |0,725° |0,889%|0,767° |0,028

OH, 24H, 96H : Temps d’incubation ; *™®®®T-9 moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont

significativement distincts (P < 0,05). S.E.M.: erreur standard des moyennes.

Les Fibres au Détergent Neutres comprennent I’hémicellulose, la cellulose et la lignine.
Déja traitée dans les paragraphes précédents, il est établi que la lignine est indigestible, tandis que
la digestibilité de I’hémicellulose et la cellulose varie. La digestibilité de la cellulose est plus lente
que celle de I’hémicellulose. La dégradabilité des ligneux varie dans le sens inverse de leur teneur
en parois qui semble déterminer leur profil de dégradation. La ligno-cellulose en particulier
détermine négativement la dégradabilité des ligneux. Les légumineuses ont moins de fibre NDF
totale, mais en raison d’une plus grande lignification, ont généralement une digestibilité inférieure

de la fibre NDF (Oba et Allen., 1997b).

Chez la vache laitiére plus la digestibilité de la NDF, NDF Digestibility (NDFD), est élevée,
plus sa consommation n’augmente. Oba et Allen (1997) définissent que chaque pourcentage
d’augmentation de la NDFD permet a la vache de consommer 0,167 kg de matiere seche de plus.
Hoffman et Bauman (2003) utilisent des rations a base d’ensilage de tréfle et différentes proportions
d’ensilage de mais afin d’obtenir des taux de NDFD des fourrages variables. Plus la NDFD
augmente, plus la consommation de matiére seche ou de NDF et la production de lait ne s’élevaient.
Par contre pour le mouton, Mertens (1973) constate que la corrélation entre le contenu des parois
cellulaires et sa consommation de matiere séche est de — 0,76. La dégradabilité des substrats riches
en lignine varie dans le sens inverse de leur teneur en parois qui semble déterminer leur profil de
dégradation. La ligno-cellulose, en particulier, détermine négativement la dégradabilité des ligneux

(Figure 25). Aussi, les variations observées sur la digestibilité des ligneux sont essentiellement dues

&
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a l'espece ligneuse et a sa composition chimique. En résumé, la génétique végétale influence
également la digestibilit¢ de la fibore NDF. La teneur en fibres (NDF, ADF, ADL) est une
composante importante des aliments pour animaux. Elle représente la fraction la plus difficile a
digérer. Présentes dans un aliment en quantité importante, les fibres semblent altérer le métabolisme
et les fermentations dans la panse. La lignine par exemple est la fraction de NDF quasi indigeste qui

durcit les parois cellulaires entrainant ainsi une diminution de la digestibilité.

y =-224,47x + 335,77 _
y = -400,98x + 599,92 R? = 0,2411 (ADF) y= 2135,91x +183,34
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Figure 25 : Relation entre les composants pariétaux et la digestibilité de la NDF

A ce propos, Baumer (1997) note que la digestibilité des constituants pariétaux augmente
avec la teneur en constituants pariétaux mais diminue avec celle de la lignine. Aussi, on assiste a
une diminution accentuée de l'ingestion volontaire lorsque la valeur des éléments constitutifs des
parois cellulaire est superieure a 60% (Van Soest, 1965 cité par Miranda, 1989). La relation
négative entre la concentration de la lignine et de la digestibilité de la paroi cellulaire est vérifiée
quelle gue soit la méthode d'analyse de la digestibilité employée, in vivo ou in vitro (Jung et al.,
1997). Généralement, la pente de cette relation négative est moins accentuée pour les [égumineuses
que les graminées, ce qui suggeére que la lignine est plus inhibiteur de la digestion chez les

graminées (Van Soest, 1964 ; Buxton et Russell, 1988). A I’opposé, des études microscopiques
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suggerent que la lignine peut étre plus inhibitrice dans les Iégumineuses que les graminées car les
tissus des légumineuses sont plus lignifiées, donnant des parois plus épaisses. Pratiquement plus
indigestes que les parois minces des graminées (Engels, and Jung, 1998; Jung et Engels, 2002).
Plusieurs mécanismes sont proposés pour expliquer comment la lignine peut inhiber la digestion de
la paroi cellulaire, cependant, il est maintenant généralement admis que la lignine agit simplement
comme une barriere physique empéchant les enzymes microbiennes d’atteindre leurs cibles

polysaccharidiques (Chesson, 1993 ; Jung et Deetz, 1993).

Les variations de dégradabilité in sacco des substrats ne reflétent pas toujours les variations
d’activité fibrolytique des microorganismes du rumen, en raison de problémes d’échanges entre le
contenu ruminal et le contenu du sachet, incluant la pénétration des microorganismes a I’intérieur
du sachet et I’évacuation des produits terminaux de la fermentation hors du sachet (Michalet-

Doreau et Noziere 1999).

Certains auteurs estiment que la prédiction de la digestion ruminale des parois par la
dégradabilité in sacco n’est pas trés précise, elle est généralement sous estimée. Une hypothése
fréquemment avancée pour expliquer cette sous-estimation de la digestion ruminale par les mesures
in sacco concerne la plus faible activité des microorganismes présents dans le sachet que dans le
contenu ruminal. Le nombre de bactéries cellulolytiques, ’activité des enzymes fibrolytiques
(Noziere et Michalet-Doreau, 1996) et le pH (Marinucci et al., 1992, Noziére et Michalet-Doreau,
1996) sont plus faibles a I’intérieur des sachets que dans le contenu ruminal environnant. Cependant
la relation positive entre 1’activité des enzymes fibrolytiques microbiennes et la dégradabilité in
sacco des parois des fourrages, observée par de nombreux auteurs (Silva et al., 1987, Huhtanen et
al.,, 1995) apparait curvilinéaire (Noziére et al., 1996). Ceci suggére qu’il existe une valeur
d’activité seuil au-dessus de laquelle les variations d’activité fibrolytique microbienne n’induisent
pas de variation de la cinétique de dégradation des constituants pariétaux. Dans les conditions
d’alimentation définies pour la mesure de la dégradabilité in sacco (Michalet-Doreau et al., 1987),
I’activité fibrolytique des micro-organismes présents dans les sachets est supérieure a ce seuil, de
telle sorte que la sous estimation de la digestion par la méthode des sachets ne peut s’expliquer par

un potentiel d’activité microbienne plus faible dans les sachets.

Une autre hypothése avancée concerne le conditionnement des échantillons de fourrage
avant incubation. In vivo, la mastication permet, par déchirement des tissus, d’augmenter les

espaces intercellulaires et donc la surface exposée aux micro-organismes (Pond et al., 1987). Elle

2
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facilite également ’hydratation des parois végétales (Wattiaux et al., 1992), permettant aux micro-
organismes de pénétrer a I’intérieur de la cellule par capillarité (Weimer, 1993), ce qui favorise
I’accessibilité des constituants pariétaux aux enzymes microbiennes. Dans les sachets, le fourrage
est broyé, ce qui permet d’accroitre la surface exposée aux micro-organismes (Bowman and Firkins,
1993), mais ne permet pas une hydratation optimale des cellules. L’accessibilité des constituants
pariétaux aux enzymes microbiennes est donc moindre dans les sachets que dans le contenu ruminal
(Olubobokun et al., 1990). Cette accessibilité plus faible limiterait I’action des enzymes des micro-
organismes présents dans le sachet, et serait le principal facteur responsable de la sous-estimation
de la vitesse de dégradation par la méthode des sachets. Celle-ci serait fonction du mode de
conditionnement des échantillons, mais cet aspect reste mal connu (Michalet-Doreau et Noziére,
1999).

En alimentation des ruminants, aucune méthode de laboratoire n'a encore été proposée pour
quantifier la fraction indigestible des parois végétales, qui représente le déterminant principal de la
teneur en énergie nette des aliments et des régimes (Jarrige, 1981). Néanmoins, les résultats obtenus
par Archimeéde et al., (2009) et d'autres analyses des données de la littérature (Sauvant et al., 2007)
témoignent que la méthode in situ permet une bonne évaluation de la fraction pariétale indigestible
des régimes. Par ailleurs, Sauvant et al., (2008b) montrent que la dégradabilité in situ de la fraction
NDF des aliments concentrés et coproduits était étroitement reliée a la digestibilité du NDF
(Chapoutot et al., 2010).

2.3. Cinetique de dégradation in sacco de la matiére azotée

La digestibilité in situ de la matiere azotée des especes étudiées est résumée dans le
tableaul4. La solubilisation des MAT est une étape essentielle de dégradation dans le rumen ; elle
conditionne le flux d'azote microbien entrant dans le duodenum si la teneur en énergie
fermentescible de I'aliment ne limite pas la synthése des protéines microbiennes (Makkar et al.,
2007). La solubilité représentée par la digestibilité au temps T=0 (Washing loss), montre que la valeur
la pus élevée est observée chez A.horida, elle est en moyenne de 55,3%. Quant aux taux les plus
faibles sont observés chez P.granatum avec une valeur moyenne de 23,9% (p<0,05). Pour les
digestibilités a 96 h, nous constatons que le résultat le plus marquant est 1’égalité de la digestibilité

entre quatre fourrages, en I’occurrence, A.herba alba, V.faba, A.halimus et P.granatum (p = 0,05).

*



Résultats et discussion

Tableau 14 : Cinétique de la dégradation in sacco de la matiere azotée

A

Atriplex |Acacia |Acacia |Acacia |Acacia |Albizia Vicia | Pinuca
herba : . : : I DR SEM
halimus | nilotica |horrida |saligna |albida |julibrissin | faba granatum

Espéce |alba
OH 0,308% | 0,284° | 0,413" | 0,553% | 0,329° | 0,369° | 0,297® | 0,312% | 0,239" |0,0172
24H | 0,526° | 0,586™ | 0,638" | 0,588" | 0,586™ | 0,718" | 0,436° | 0,444 | 0,737° |0,0178
9% H | 0,896 | 0,859 | 0,761° | 0,739" | 0,677° | 0,751° | 0,722 | 0,875* | 0,859* |0,0149

OH, 24H, 96H : Temps d’incubation ; *™®®®T9 moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont

significativement distincts (P < 0,05). S.E.M.: erreur standard des moyennes.

Dans la plupart des systemes d’évaluation de la valeur azotée des aliments, il est nécessaire
de pouvoir apprécier la quantité de protéines alimentaires qui échappe a la dégradation microbienne
dans le rumen (Michalet-Doreau and Noziere, 1999). Les systemes d'évaluation de la valeur azotée
des aliments reposent actuellement sur I'estimation de deux fractions d'acides aminés réellement
absorbés dans l'intestin gréle: une fraction alimentaire et une fraction microbienne. Or la quantité
d'acides aminés d'origine alimentaire absorbée dépend d'abord de la teneur en matiéres azotées du
fourrage et de leur dégradabilité dans le rumen. La mesure directe de lI'azote alimentaire degradé
dans le rumen est lourde, car elle nécessite la mesure des flux d'azote total et microbien au niveau
du duodénum (Aufrere et al., 2001).

D’une maniere générale, il est implicitement admis dans la technique des sachets que les
constituants azotés qui quittent le sachet sont immédiatement dégradés dans le rumen et ne
participent donc pas a la fourniture d’acides aminés d’origine alimentaire, et que la quantité d’azote
qui reste dans le sachet correspond a la fraction azotée alimentaire non dégradée. Or certains
peptides ou protéines solubles subsistent dans le milieu d’incubation (Aufrére et al., 2012) et
s’accumuleraient temporairement dans le rumen (Williams et Cockburn, 1991). Cette hypothése est
confirmée par les études menées par Rémond et al., (1997) sur le pois, dans lesquelles une quantité
non négligeable d’azote soluble non ammoniacal transite avec la phase liquide du rumen et
contribue a augmenter le flux d’azote alimentaire au niveau duodénal de 30 %. Quant a la MS
présente dans le sachet apres incubation, elle a essentiellement pour origine I’aliment, mais une
proportion variable est d’origine microbienne (Ould-Bah et al., 1989, Beckers, 1998 ; Wanderley et
al., 1999).
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Figure 26 : Schéma représentant la complexation/dissociation des tannins condenses (TCs)
avec les protéines alimentaires (Butter et al., 1999).

Ces phénomenes ont notamment été décrits chez des ruminants consommant des
I[égumineuses fourragéres (Theodorou et al., 1999). L’une des conséquences principales est la
réduction de production de méthane et d’ammoniaque (Mc Nabb et al., 1993; Theodorou et al.,
1999; Hess et al., 2006a; Hess et al., 2006b; Animut et al., 2008). La protection des protéines
alimentaires dans le rumen induit une augmentation du flux de protéines assimilables au niveau de
I’intestin et par conséquent, une absorption accrue en acides aminés (Mc Nabb et al., 1993; Barry et
Mc Nabb, 1999; Theodorou et al., 1999; Makkar, 2003; Min et al., 2003; Waghorn, 2008).

Selon Butter et al., (1999), le pH acide de I’abomasum induit une dissociation des
complexes Tanins Condensés-protéines et la libération des protéines et des acides aminés
permettant ainsi leur digestion et leur absorption au niveau intestinal (Zimmer et Cordesse, 1996;
Butter et al., 1999; Mc Sweeney et al., 2001; Mc Sweeney et al., 2008; Waghorn, 2008 ). Une
augmentation de 50% du flux d’azote post-ruminal est mesurée chez des ovins consommant du
lotier corniculé, riche en Tanins Condensés, par rapport aux animaux témoins (Waghorn et al.,
1987).

Des études un peu récentes montrent que la distribution de feuillage, contenant des teneurs
en Tanins Condenses inférieures a 3% de la MS, n’a pas eu d’incidence sur I’ingestion volontaire de
la ration chez des caprins (Alonso-Diaz et al., 2008c), des ovins (Alonso-Diaz et al., 2008a ) ou des
bovins (Sandoval- Castro et al., 2005).

&
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3- Fermentations et production de gaz in vitro

3.1. Production de Gaz a 144 heures

Les résultats de la fermentation et la production de gaz in vitro durant 144 heures des

différents substrats analysés sont rapportés dans le tableau 15. Les profils fermentaires sont

significativement différents (p<0,05). Aux termes des 144 heures V.faba s’est montrée la plus

productive en gaz avec 235,9 ml / g MS, suivie par P.granatum avec 206,3 ml / g MS. La

performance la plus faible est enregistrée chez A.albida avec 76,7 ml /g MS.

Il faut rappeler que la méthode production de gaz in vitro de Menke et al., (1979) est

aujourd’hui largement utilisée pour estimer la digestibilité et 1’énergie métabolisable des aliments

pour les ruminants (Menke et Steingass, 1988 ; Getachev et al., 2004).

Tableau 15: Production de gaz cumulative en (ml/g MS) des fourrages étudiés.

Espéce A. herba Atr?plex A-cac-ia Acac,tia Ac:?lcia AcaTcia ,-Alt?izi-a- Vicia |Pinuca SEM
alba halimus |nilotica |horrida |saligna |albida |julibrissin |faba granatum
3h [23,7 [9,9° 16,5 [11,4° [16,2° |15,1%[19,2°¢ |46,2® [285° [1,57
6h |44,6™ [23,2° [34,2°¢[28,1% [31,0°%(27,9% (39,1 [93,7% [51,3° [2,94
oh 62,2 [37,8° [48,4°¢|50,8° [42,1% [375° [56,7° [131,3*(68,1° [3,88
12h [76,1° [52,2¢ [57,8% |72,3" [49,3° [42,4° [72,2™ [157,3%(84,2° [4,56
16h [92,7° [71,8° [685° [93,4° |[56,4% [47,0° [91,4° [175,8°(99,2° [4,97
21h [113,3° [93,8° [80,4% |113,8" |63,7% [51,3" [112,0° [187,8°(1156° |[5,27
26h [131,8° [117,2° [94,1° [131,0° [73,0° [54,8° {128,2° [197,8°(136,3° |[5,53
31h [142,4° [131,7° |104,7° |143,0° |81,5° |[57,3° {138,1° [204,3%(148,4° |5,67
36h [150,1° [141,2° [113,6°[151,9° [88,2° [59,1° {144,6° [209,0°(158,3° |5,77
48h |160,8"|155,0 [129,3" [165,2™ [100,8° [63,5' |154,5° [216,9*|173,3° [5,86
72h [172,7°°(174,9°°°|146,3° |184,2" [119,5' (69,79 {166,7° [226,9°(190,2° |5,97
o6h [177,9° [185,4™ |156,0%[195,1° [130,1° [73,1" {173,3° [232,1%{198,5° 6,03
120h |180,0c {190,8° [163,4% [202,2° [137,4° [75,2" |177,5° |[234,7%|203,2° |6,04
144h [181,3°7(194,4* [168,9° |206,3" |141,9° |76,7" |180,2°° |235,9%(206,3° 6,03

ab.c.de f moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P < 0,05).

S.E.M: erreur standard des moyennes.
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Cette méthode permet d’évaluer rapidement la valeur nutritive des aliments et de mettre en
évidence la présence d’éléments ayant des propriétés anti-nutritionnelles dans leur composition
(Sandoval-Castro et al., 2003). Elle simule le processus de fermentation des aliments dans le rumen

a partir duquel les gaz CO2 et NH4 sont produits.

La production de gaz "in vitro" des espéces étudiées évolue progressivement juste apres
I'incubation de la méme facon, suivant une allure ascendante pour atteindre un pic vers 120 h
d'incubation pour la plupart des échantillons (figure 27).Le profil de fermentation des substrats
s’allonge jusqu’a 120 heures pour se stabiliser. Ce profil est justement caractéristique des fourrages
fibreux qui manifestent un temps de latence plus ou moins élevé et passent une période de séjour

longue dans le rumen (Chermiti, 1997).
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Figure 27: Cinétique de production de gaz (ml / g MS) des fourrages collectés.
Ah.a: Aherbaalba; Ah: A.halimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum
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Pour qu’il y ait production de gaz il faut un substrat fermentescible et des microorganismes
capables de le dégrader. La faible production de gaz chez A.albida, A.cyanophylla, et A.nilotica
pourrait étre due, d’une part a I’incapacité du microbiote ruminal a se développer et, d’autre part,
de I’existence de substances anti-nutritionnelles qui inhiberaient la croissance bactérienne. C’est le
cas, le fait que les feuilles de la légumineuse Vicia faba soit plus fermentescible que les autres
légumineuses arbustives s’expliquerait par ’adaptation progressive des microorganismes a des
substances inhibitrices a des doses assez faibles. Il faut rappeler que V.faba est une légumineuse
cultivée avec la concentration la plus faible en Tannins Condensés (59,4 g / kg MS) (Voir la
composition chimique plus haut) parmi tous les substrats étudiés. Cette faculté d’adaptation est
observée par bon nombre d’auteurs sur différentes espéces fourragéres, notamment les

Iégumineuses, contenant des facteurs anti-nutritionnelles tels que les tannins (Topps, 1998 ).

Une production de gaz basse indique une faible dégradabilité. Mais il est important de
remarquer que certains fourrages riches en CP, le cas échéant chez les Acacias de notre étude,
peuvent produire moins de gaz pendant la fermentation, malgré un degré de dégradabilité éleve
(Cone et Van Gelder, 1999). Par conséquent, le faible niveau de G144 (Voir Tableau 18) enregistré
chez A.albida pourrait étre dd a leur teneur élevée en CP. La méme observation est soulignée dans
plusieurs résultats dont ceux de Kumara Mahipala et al. (2009) avec A. saligna (syn. Acacia
cyanophylla Lindl.). Pour le feuillage de A. nilotica, A.horrida, A. cyanophylla et P.granatum, ou
les composés phénoliques totaux forment une proportion appréciable de la matiere seche, une
surestimation des digestibilités in vitro (IVD) peut étre observée. Ce résultat est en accord avec
celui rapporté par Mlambo et al., (2008), avec Acacia nilotica, Acacia erubescens, Acacia
sieberiana et Acacia.erioloba. A l'inverse le feuillage de V.faba, A. halimus et P. granatum
présente des valeurs de digestibilités plus élevées avec de faibles concentrations des Tannins
Condensés Totaux (TCT).

Les valeurs élevées des différentes cinétiques de dégradation (MS, NDF, MAT) de
P.granatum sont confirmées par la technique de production de gaz. Ceci peut étre expliqué par le
fait que cet arbre (le grenadier) est trés adapté aux climats des zones arides et semi-arides, connu
pour sa richesse en tanins hydrolysables (HTs), en particulier dans les fruits et un peu moins dans
les feuilles (Hussein et al., 1997). Beaucoup de composes phénoliques, surtout les tannins
hydrolysables sont solubles dans I'eau et par conséquent seront solubilisés et perdues dans un

systéme de dégradation in situ plutdt que dégradé par la microflore (Mueller-Harvey, 2006).
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Les Tannins hydrolysables (HTs), contrairement aux Tannins Condensés, sont partiellement
dégradés dans le tractus gastro-intestinal et plusieurs précurseurs peuvent étre tirés dont le glucose
et des composés phénoliques qui peuvent étre absorbés a partir du tractus gastro-intestinal,
entrainant des intoxications aux animaux (Waghorn et al., 1999; Makkar 2002). Cependant, la
plupart des chercheurs s'accordent a dire que les Tannins Condensés ne sont pas dégradés dans
I'intestin des animaux et donc ne sont pas toxiques (Makkar et al., 1995; Makkar, 2000). Ben Salem
(2005) fait également état d'une corrélation négative entre les composés secondaires, la production
de gaz in vitro et la digestibilite de la matiere séche de Acacia saligna en utilisant un inoculum
d’ovins. Malgré la teneur en protéines, la propriété anti-nutritive des tanins peut donc réduire la
valeur du fourrage et rendre ces plantes presque inutilisables pour I'alimentation animale (Hess et
al., 2006b).

3.2. Cinétique de production de gaz et digestibilité a 144 heures
Les parameétres cinétiques de production de gaz et la digestibilité a 144 heures sont

présentés dans le tableau 16. Les résultats sont significativement différents (p<0,05).

Tableau 16: Parametres cinétiques de la fermentation des fourrages étudiés
A c L G24 D144 ED VM

(ml/g) (/n) (h) (ml/g) (g/gMS) (%) (ml/g/h)
Artemisia herba-alba 177,7°® 0,0500°° 0,79" 1237 0,734° 46,3° 6,20°

Plant species

Atriplex halimus 192,8°° 0,0384° 2,95% 106,4°" 0,840 442° 459
Acacia nilotica 165,9° 0,0333° 0,05° 905° 0553" 334" 3,97°%
Acacia horrida 200,9° 0,0425° 1,88%° 121,9°° 0,700° 424° 5,56
Acacia cyanophylla ~ 136,9° 0,0313° 0,00°¢ 71,7¢" 0361" 259 3,07°
Acacia albida 716" 0,0690%* 0,00° 562" 0484° 431° 355%
Albizia julibrissin 188,6°¢ 0,0431° 0,00° 124,3°¢ 0,704° 481" 6,05"
Vicia Faba 226,7° 0,0919*% 0,26° 200,6° 0,853 685% 14,56°
Pinuca granatum 202,7° 0,0429° 0,05° 130,0° 0,862° 522° 6,26°
S.E.M 859  0,0038 0215 7,74 0,023 227 0,65

A asymptotique de production de gaz, c: vitesse de fermentation; L :temps de latence, G24: Production de Gaz a 24 h

d’incubation ; D144 : Digestibilité & 144 h, ED: Dégradation théorique pour une vitesse moyenne de 0,03 h™'; VM : vitesse

ab,cdef,

moyenne, moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement distincts (P <

0,05). S.E.M.: erreur standard des moyennes.
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Les plantes les plus fermentescibles sont les mémes déja citées plus haut, en I’occurrence la
légumineuse V.faba suivie par P.granatum et A.halimus. Les acacias représentés par A.cyanophylla,
surtout, enregistre les plus faibles parameétres. Pour la production de gaz a 24 heures (G24), par
exemple, la valeur la plus élevée s’observe chez V.faba (200,6 ml/g MS) et la plus faible chez
A.cyanophylla (71,7 ml/g MS). V.faba est la plus rapidement fermentée (0,0919 h), elle est suivie
de A. albida (0,0690 h™), alors que A. nilotica et A.cyanophylla enregistrent la vitesse de
fermentation la plus faible (0,0333 h™: 0,0313 h, respectivement.

Les mémes tendances mentionnées lors des études sur les digestibilités in vitro et in situ sont
corroborées par les analyses des parameétres cinétiques de production de gaz. La méthode de
production de gaz in vitro s'est révélée étre un outil fiable pour I'évaluation des aliments parce que
la production de gaz est bien corrélée avec la synthése des protéines microbiennes (Krishnamoorthy
et al., 1999), la digestibilité in vivo (Khazaal et al., 1993) et la digestibilité in vitro (Ammar, 2002).
La digestibilité in vitro pendant 144 heures est estimée par le potentiel de disparition de la
matiere seéche (D144, g/g MS). Ce potentiel est déterminé en utilisant la procédure ANKOM -
DAISY décrite par Ammar et al., 1999 (Voir chapitre Matériel et méthode). Le potentiel le
plus faible est observé chez A.cyanophylla avec une valeur de 0,361 g/g MS. Talonnée de prés
par A. albida (0,484 g/g MS). Le potentiel des trois acacias ne dépasse guere le seuil de 60% de

disparition de la matiere seche, ce qui représente une mauvaise performance (Makkar, 2000).

3.3. Effet de la composition chimique sur la production de gaz

Les corrélations entre les volumes de gaz produits et la composition chimique des substrats
étudiés sont montrées dans le tableau 17. Seule la fraction ADL est significativement et
négativement corrélée a la production de gaz au dela du temps d’incubation de 16 heures (p<0.05).
Ceci signifie que cette fraction n’est atteinte par le processus de dégradation qu’a partir de ce stade
de fermentation. Le coefficient de corrélation reste relativement stable jusqu’au terme du processus
de fermentation, 144 heures, ce qui suggeérerait que le taux de dégradation de cette fraction reste
inchangé. En effet la fraction ADL est reconnue comme étant un rempart indigestible pour toute la
microflore ruminal.

Les corrélations existantes entre les parametres cinétiques de production de gaz in vitro et la
composition chimique et phénolique des fourrages étudiés sont résumées dans le tableau 18. Les
résultats saillants montrent que les parametres G24, D144 et ED sont négativement corrélés avec la
fraction ADL et NDF qui sont respectivement, r = -0,86 (p<0,0001), r = -0,79 (p<0,001), r = 0,80
(p<0,0001) pour I’ADL et r = -0,61 (p<0,05), r = -0,66 (p<0,05), r = -0,63 (p<0,05) pour les NDF.
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Pour les TCT nous notons aussi une corrélation négative mais avec seulement la D144 et laED, r =
-0,6 (p<0,01) et r = -0,64 (p<0,01), respectivement. La matiere azotée totale est, quant a elle,
positivement corrélée avec deux paramétres, en 1’occurrence le potentiel de production de gaz
représenté par I’asymptote A et la vitesse de dégradation ¢, r = 0,73 (p<0,01) et r = 0,58 (p<0,05),
respectivement. Un taux élevé en protéine brute dans I'alimentation favorise la multiplication
microbienne dans le rumen, qui & son tour détermine le degré de fermentation (Njidda and Nasiru,
2010). Ceci est en contradiction avec les résultats obtenus par Khazaal et al. (1994a), Longuo et al.,
(1989) (d’aprés Boufennara et al., 2012) dont les résultats ne montrent aucune corrélation entre la
MAT et la production de gaz in vitro.

La concentration des composés phénoliques sont négativement corrélés, et de maniére
significative a la production de gaz en comparaison de la dégradabilité de la matiére seche in situ
(Khazaal et al., 1994b). Ben Salem (2005) fait état d'une relation similaire entre la G24 et NDF en
utilisant des jus de rumen de moutons, de bovins et de buffles. Des études sur le feuillage d’arbres
montrent des résultats similaires aux notre (Peng, 2005; Rakhmani et al., 2005 ; Ben Salem et al.,
2006).

Il faut signaler que les différences entre les parametres cinétiques de production de gaz
signifient des différences de la valeur nutritive qui est, généralement, étroitement liée a la
composition chimique des fourrages (Kamalak et al, 2005b; Salem, 2005). La valeur €élevée du
parametre G24 (Production de gaz a 24 heures), 200,6 ml / g MS, chez V.faba renseigne sur la
grande activité fermentaire dans les premieres 24 heures de fermentation par rapport aux autres
substrats. Le phénomeéne contraire est observé chez les autres plantes, en particulier A.albida avec
un G24 de 56,2 ml / g MS. Les différences dans la production de gaz pourraient étre dues, aussi, a
la proportion et a la nature, des fibres (Rubanza et al., 2003). En effet les niveaux élevés en fibres et
en composés secondaires chez A.albida, A.cyanophylla et A.nilotica sont certainement responsables
de leur production de gaz réduite par rapport aux autres especes. Par conséquent, les différences
entre la digestibilité des fourrages peuvent aussi étre due a I'étendue de la lignification des NDF
(Van Soest, 1994; Fonseca et al., 1998).

La méthode « gas production » est recommandée aussi pour évaluer les actions des facteurs
anti-nutritionnelles sur le microbiote ruminal en utilisant des fourrages méditerranéens (Khazaal et
al., 1994) et africain, reconnus riches en métabolites secondaires ( Siaw et al., 1993; Bonsi et al.,
1995b). Cette méthode est le meilleur moyen pour 1’étude des interactions des tanins et des
saponines et de déterminer leurs effets sur 1’efficacité de la synthese des protéines microbiennes. Il
est constaté que les effets de la présence simultanée des tanins et des saponines sur la fermentation

dans le rumen sont additifs et pas contradictoires (Makkar et al., 1995a). Longland et al., (1995)
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fait état d'une relation inverse, significative, entre I'accumulation de gaz a différents moments de

I'incubation et des tanins contenu dans un échantillons d'aliments pour animaux.
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Tableau 17: Coefficients de corrélation entre la production de gaz et la composition chimique des fourrages collectes.

G3h G6h G9h Gl12h Gleh G21h G26h G31h G36h G48h G72h  G9h  G120h G144h

MS -0,06ns -0,15ns -0,23ns -0,28ns -0,35ns -0,41ns -0,47ns -0,49ns -0,51ns -0,51ns -0,53ns -0,54ns -0,54ns -0,54ns
oM -0,06ns -0,15ns -0,22ns -0,28ns -0,36ns -0,42ns -0,47ns -0,49ns -0,50ns -0,50ns -0,53ns -0,54ns -0,54ns -0,54ns
MAT -0,23ns -0,16ns -0,12ns -0,14ns -0,17ns -0,24ns -0,32ns -0,36ns -0,38ns -0,40ns -0,42ns -0,43ns -0,42ns -0,41ns
NDF -0,60ns -0,59ns -0,54ns -0,52ns -0,52ns -0,52ns -0,54ns -0,54ns -0,5ns -0,53ns -0,50ns -0,48ns -0,4ns -0,46ns
ADF -0,26ns -0,33ns -0,37ns -0,43ns -0,50ns -0,55ns -0,60ns -0,61ns -0,62ns -0,62ns -0,63ns -0,63ns -0,63ns -0,6ns
ADL  -0,31ns -0,40ns -0,49ns -0,57ns -0,66* -0,73* -0,77* -0,78* -0,78* -0,77* -0,76* -0,75* -0,74* -0,73*
PT 0,03ns -0,01ns -0,07ns -0,09ns -0,13ns -0,16ns -0,14ns -0,12ns -0,09ns -0,04 ns 0,008ns 0,038ns 0,068ns 0,09ns

TCT -0,3ns  -0,33ns -0,32ns -0,31ns -0,31ns -0,31ns -0,31ns -0,29ns -0,28ns -0,24ns -0,19ns -0,16ns -0,12ns -0,10 ns

G3h : gaz produit a 3 heures ; ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; MAT : Matiere Azotée Totales; NDF: Neutral Detergent Fibre;

OM: matiere organique. PT : Phénols Totaux ; TCT: Tanins Condensés Totaux. *< 0,5, ns >0,05.
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Tableau 18 : Coefficient de corrélation entre la composition chimique et les paramétres cinétique de la production de gaz

A c G24 D144 ED MAT NDF  ADF ADL OM TP TT FCT

MAT 0,73** 058* 0,043ns -0,12ns -0,002 ns

NDF 0,51ns 0,08ns -0,614* -0,658* -0,631* 0,06 ns

ADF 0,171ns -0,28ns -0,74** -0,66 * -0,70** -0,15ns 0,7**

ADL 0,20ns -0,21ns -0,86**** -0,79*** -0,80*** -0,16ns 0,64*  0,88****

OM  0,3ns 0,12ns -0,24ns  -0,23ns -0,20ns -0,1ns 0,2ns  0,4ns 0,3 ns

TP -0,25ns  0,13ns  0,13ns 0,3ns 0,34ns -0,50ns -0,33ns -0,09ns  -0,01ns 0,43ns

TT -0,26ns 0,12ns  0,12ns 0,27ns 0,33ns -0,51ns  -0,32ns -0,09ns  0,001ns 0,43ns 0,99****

FCT 0,02ns -0,15ns -0,20ns -0,48ns  -0,47ns  0,11ns 0,16ns 0,26ns 0,32ns -0,13ns -0,17ns  -0,18ns

TCT 018 ns 0,14ns -043ns -06** -0,64** 015 ns 0,32ns 034 ns 0,34 ns 0,18ns -0,00lns -0,003ns 0,70**

A: asymptotique de production de gaz ; c: vitesse de fermentation; G24: Production de Gaz a 24 h d’incubation ; D144 : Digestibilité & 144 h, ED: Dégradation
théorique pour une vitesse moyenne de 0,03 h™*; ADF: Acid Detergent Fibre; ADL: Acid Detergent Lignin; MAT : Matiére Azotée Totales; NDF: Neutral
Detergent Fibre; OM: matiere organique. PT : Phénols Totaux ; TT : Tanins Totaux, FCT: Tanins Condensés Libres ; TCT: Tanins Condensés Totaux.
*<0,5, **<0,01, ***<0,001, ****<0,0001, ns>0,05.
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4- Etude de ’effet des Tanins sur la digestibilité

4.1. Effet du PEG sur la digestibilité réelle de la matiére seche

Les effets du PEG sur la digestibilité Apparente (AIVD) et la digestibilité réelle (TIVD) sont
résumes dans le tableau 19. Le PolyEthyléne Glycol (PEG) se combinant aux TC supprime leurs
effets, sans affecter les enzymes microbiennes et digestives (Jones et Mangan, 1977, Barry et
Manley 1986). Ce qui permet d’étudier 1’effet des TC sur les paramétres digestifs et nutritionnels
par rapport au méme fourrage étudié sans ajout de PEG. De prime abord, nous remarquons que les
digestibilités des fourrages (AIVD et TIVD) sont significativement différentes (p<0,05). Une
comparaison entre ces digestibilités, sans PEG et avec PEG, de chaque fourrage pris deux a deux,
montre que Peffet significatif du PEG (p<0,05) n’est observé que chez Acacia nilotica. La
digestibilité apparente ainsi que la digestibilité réelle de cette espéce en présence et en absence de
PEG sont respectivement 0,350 -0,505 (g/g MS) et 0,584-0,686 (g/g MS). L’effet conjugué du
facteur fourrage et du facteur PEG sur la AIVD n’est pas significatif (p<0,01). Quant aux résultats
de la production de gaz nous notons que I’effet du PEG sur le volume de gaz produit aprés six
heures d’incubations n’est pas significatif & p = 0,01. Dans la méme lecture, nous enregistrons,
aussi, un effet d’interaction non significatif entre le PEG et le substrat (Espéce*PEG) (p>0,05). Par
contre, nous remarquons des différences significatives (p<0,05) dans la production de gaz en
présence et en absences de PEG pour deux acacias, seulement, Acacia nilotica et Acacia

cyanophylla. Les effets espéce et les effets d’interaction sont tous significatifs (p<0,0001).

A T’exception des feuilles de A.nilotica, I’addition du PEG n’a exercé aucun effet significatif
(p<0,05) sur la digestibilité de la matiere séche, AIVD et/ou TIVD. D’aprés Makkar et al., 1995, la
réaction entre le PEG et les tanins dans les échantillons de feuilles riches en tanins diminue
globalement la digestibilité in vitro de la MS. Les tanins et le PEG forment des complexes non
digestibles qui ne peuvent étre dégradés par les microorganismes du rumen. De ce fait, I'inclusion
de PEG dans les mélanges d'incubation contenant des fourrages riches en tanins est susceptible
d'entrainer une sous-estimation dans la digestibilité de la matiere seche (McSweeney et al., 1999.
Palmer et Jones, 2000).

4.2. Effet du PEG sur la cinétique de production de gaz
Les résultats de 1’effet du PEG sur la production de gaz sont résumés dans le tableau 19.
L’effet significatif (p<0,05) du PEG n’est observé que chez deux especes, seulement, A.cyanophylla

et A.nilotica (figure 28). Cet effet n’est perceptible qu’a partir de 12 heures d’incubation. Pour la
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premiére mesure effectuée aprés 6 heures d’incubation nous ne notons aucun effet significatif
(p<0,05). Les parametres cinétiques de production de gaz, en présence et en absence de PEG, apres
48 heures d’incubation sont présentés dans le tableau 20. Les différences entre les espéces analysees
sont significatives (p<0,05). Pour les comparaisons intra espece, en presence et en absence de PEG,
des parameétres cinétiques de production de gaz, A et ¢ (tableau 20), nous obtenons des différences
significatives dues a l’effet du PEG chez trois espéces d’acacia seulement, A.nilotica,
A.cyanophylla et A.albida. L’effet du PEG sur I’asymptote de production de gaz (A) et la vitesse de
fermentation (c) est significatif (p<0,05). Les valeurs obtenues, respectives, en présence et en
absence de PEG chez A.albida et A.cyanophylla, pour le premier paramétre cité, sont de (52,50-
112,25 ml / g MS) et (86,78-157,57 ml / g MS), et chez A.albida et A.nilotica avec des paires de
vitesses (0,057- 0,0363 h-') et (0,068-0,0243 h-1). Quant a la digestibilité effective, 1’effet du PEG
est perceptible (p<0,05) chez le méme trio d’espéce représenté par A.nilotica, A.cyanophylla et
A.albida (voir Tableau 19).
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Figure 28 : Effet du Polyéthyléne Glycol sur la production de gaz chez A.nilotica et A.cyanophylla
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Ces résultats rejoignent ceux rapportés par plusieurs auteurs dont celles de Makkar et al.,
(1995) ; Abdulrazak et al., (2000); Mlambo et al., (2005). A I’exception, de A.horrida et
A.julibrissin ou le PEG n'a pas eu d’influence significative sur le volume de gaz produit et les
parametres cinétiques ce qui ne coincide pas avec les concentrations relativement élevées en Tanins
Condenses. Ceci serait d0 au fait que l'effet de I’addition du PEG dépend non seulement de la
quantité mais aussi du type des tanins présents dans ces especes arbustives. En ce qui concerne la
vitesse de production de gaz (c), l'ajout du PEG a modifié la vitesse de fermentation de certains
substrats incubés, surtout les échantillons riches en tanins condensés, ce qui corrobore les résultats

des travaux avances par Getachew et al., (2000) et Seresinhe et Iben (2003).

La technique de production de gaz in vitro (Menke et al., 1979; Theodorou et al., 1994;
Mauricio et al., 1999 ; Schofield, 2000) couplée a l'utilisation de PEG semble avoir un potentiel
prometteur pour I'évaluation des effets antinutritionnels liés aux Polyphénols (Ammar et al., 2008).
Il est suggéré que la compréhension des relations structure- activité des tanins est particulierement
importante, ce qui nécessite le développement de nouvelles méthodes de quantification qui se

rapportent aux structures chimiques et a leur activité biologique.

La production de gaz est essentiellement le résultat de la fermentation des hydrates de
carbone en acétate, propionate et butyrate (Grings et al.,2005,). La production de gaz issue de
fermentation des protéines est relativement faible par rapport aux fermentations glucidiques (Wolin,
1960). La contribution des lipides dans le volume de gaz produit est négligeable (Getachew et al.,
1998).

Les tanins en exces par rapport a la quantité liée aux protéines peuvent inhiber certaines
enzymes, microbiennes ou digestives (Barry et Forss, 1983) et diminuer la vitesse et I’'importance de la
dégradation des parois dans le rumen et par conséquent la production de gaz.

La digestion potentielle ou théorique (ED) des glucides semble étre non affectée par les tanins
(Amlan et Saxena, 2010). Une étude sur le lotier (L.pedunculatus) montre que de fortes
concentrations en TCs (95 et 100,6 g /kg de MS) réduisent la digestion ruminale des glucides
rapidement fermentescibles et de I'némicellulose, mais cela est contrebalancé par I'augmentation de
la digestion post-ruminal (Barry et Manley , 1984 ; Barry et al., 1986). La digestion des glucides
chez les moutons nourris de L.corniculatus contenant 25-35 g /kg MS, de tanins condensés n'est pas
affectée par les tanins (Waghorn et al., 1987).

Dans une étude chez les ovins, Tiemann et al., (2008) rapporte que le remplacement d'une

Iégumineuse Vigna unguiculata (sans tanin) avec C.calothyrsus et F. macrophylla (plantes riches en
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tanins) déprime la digestibilité de la matiére organique et des fibres. Les fortes concentrations en
tanins présentes dans Terminala chebula diminuent aussi la dégradabilité in vitro (Patra et al.,
2008). Cependant, lorsque T.chebuala est donnée aux moutons avec un apport de 10 g /kg MS, la
digestibilité ruminale des fractions glucidiques et fibreuses augmente (Patra et al., 2008). Ceci
pourrait étre attribué a I'augmentation du nombre de la flore bactérienne fibrolytique dans le rumen.
Les tanins, & des concentrations élevées dans les régimes alimentaires, qui restant libres apres
liaison aux protéines, peuvent déprimer la digestion des fibres par complexation avec la
lignocellulose empéchant ainsi la digestion microbienne (Barry et Manley, 1984). En inhibant

directement les enzymes des bactéries cellulolytiques et les activités fibrolytiques (Bae et al., 1993).

Bien que la nature de la liaison chimique avec les hydrates de carbone ne soit pas encore
déterminée clairement, il est indiqué que cette liaison est relativement indépendante du pH, et est
influencée par le type de tanins (Poids Moléculaire, flexibilité et la solubilité dans I'eau) présent
dans le fourrage (Seigler, 2009).
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Tableau 19: Effet du PEG sur la digestibilité (apparente et réelle) et la production de gaz aprés 48 h d’incubation des fourrages collectés

Digestibilité 48h (g/g MS)

Production de gaz (ml/g MS)

AIVD TIVD 6h 12h 24h 48h
-PEG | +PEG | -PEG | +PEG | -PEG | +PEG | -PEG | +PEG | -PEG | +PEG | -PEG | +PEG
A.h . alba 0,456 | 0,479% [ 0,604% | 0,604 [35,94°°| 20,83 | 72,84° | 77,49°" |125,64° | 131,80° | 151,56" | 152,88"
A.halimus 0,663 | 0,691% |0,836™ | 0,855 [27,39°°| 8,11° | 68,11 | 64,84 |127,26° | 126,02° | 167,20° | 168,47°
A.nilotica  [0,350%x | 0,505%%y | 0,584°x | 0,686%%y | 27,38 | 47,28% | 53,98%x | 120,57°y | 91,57°x | 160,54y | 118,58"x | 182,45°y
A.horrida | 0,589 | 0,594 | 0,746° | 0,753 | 54,65° | 33,27°° | 101,93° | 116,78° | 147,17° | 160,13" | 169,07° | 191,90°
A.cyanophylla| 0,277" | 0,349° | 0,527" | 0,565" |39,66™ | 44,44% | 59,88%x | 103,13y | 84,00° | 140,34y | 95,40°y |164,71°x
A. albida 0,440% | 0,454% | 0,645° | 0,652 | 19,93° | 16,94 | 35,71° | 51,92¢ | 53,72% | 72,98° | 58,28° | 83,60°
A julibrissin | 0,688 | 0,707* | 0,738° | 0,756™ |50,89°°|43,14b°| 92,18 | 111,99 | 135,02° | 159,21° | 162,99° | 189,67°
A. Faba 0,720° | 0,725* | 0,873 | 0,868 | 98,31% | 78,81° | 167,87% | 166,75° | 210,24% | 211,41 | 226,14* | 243,29
A.granatum | 0,533% | 0,590™ | 0,799° | 0,822% |48,21"|34,75b°| 93,71 | 102,80 | 149,71° | 155,91° | 178,91° | 189,39"
SEM 0,0036 | 0,030 | 0,028 | 0,025 | 664 | 433 | 7,23 6,65 8,54 7,24 9,40 8,28
Effet p
Espéce <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
PEG <,0001 <,0005 0,0126 <,0001 <,0001 <,0001
Espéece*PEG 0,0143 0,0075 0,0667 <,0001 0,0002 0,0009

AIVD : Apparent In vitro Digestibility ; TIVD : True In vitro Digestibility ; PEG : PolyéthyléneGlycol ; x, y : moyenne dans deux colonnes affectées de
lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05) ;
significativement distinctes (P < 0,05). S.E.M.: erreur standard des moyennes.

*Y Les moyennes du méme fourrage de la méme ligne, pour chaque parametre, suivies de lettres différentes sont significativement différents a p = 0,05.

a, b, c d e f

moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont
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Tableau 20 : Effet du PEG sur les parametres cinétiques de production de gaz des fourrages étudiés

G48 (ml/ g MS) A (ml/ g MS) c(h? ED (g/ g MS)
PEG - + - + - + - +
Artemisia herba alba 151,56° 152,88"° 173,07 187,07 0,040%° 0,035 0,223°%% 0,250°%
Atriplex halimus 167,20 168,47" 242,07° 272,07 0,018° 0,021° 0,249% 0,234%
Acacia nilotica 118,58"x 182,45y 154,67° 174,23 0,068% 0,024°x 0,141°x 0,328"%
Acacia horrida 169,07° 191,90° 166,10° 193,10 0,052%° 0,057%° 0,359" 0,351%°
Acacia cyanophylla 95,40°y 164,71°x 86,78% 157,57y 0,065% 0,055% 0,161%x 0,220%
Acacia albida 58,28° 83,60° 52,50% 112,25% 0,057®y | 0,036°x | 0,220°x 0,256y
Albizia julibrissin 162,99" 189,67° 173,13 190,90° 0,054% 0,047° 0,374° 0,424%
Vicia Faba 226,14 243,29 213,80® 231,47® 0,079° 0,092° 0,512° 0,493
Pinuca granatum 178,91° 189,39" 188,87 196,73 0,046% 0,043° 0,292 0,331
SEM 9,40 8,28 11,15 9,28 0,0042 0,0045 0,0223 0,0180
Effet
Espéece <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
PEG <,0001 <,0001 0,0768 0,0002
Espéce*PEG 0,0009 0,1983 0,1288 0,0004

+/- : +PEG/-PEG ; A: asymptotique de production de gaz, c: vitesse de fermentation; G48: Production de Gaz a 48 h d’incubation ; ED: Dégradation théorique pour une vitesse
moyenne de 0,033 h™; @ ® &% &% moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (P < 0,05). S.E.M.: erreur standard des

moyennes. ™ Les moyennes du méme fourrage de la méme ligne, pour chaque paramétre, suivies de lettres différentes sont significativement différents a p = 0,05.
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4.3. Effet du facteur race sur la production de gaz

Nous présentons dans le tableau 21 les résultats de la production de gaz en présence de PEG dans
deux essais utilisant le jus de rumen de deux races différentes, en 1’occurrence la race Assaf et
Merinos.

Tableau 21 : Différences observées dans la production de gaz entre deux races ovines

Race Assaf Mérinos

PEG - + _ +
Artemisia herba alba| 125,64° | 131,80° | 108,50 | 103,64°
Atriplex halimus 127,26° | 126,02° | 121,87° | 118,68
Acacia nilotica 91,57°x | 160,54y | 96,96 “*x | 142,38y
Acacia horrida 147,17° | 160,13° | 140,47° | 140,81"
Acacia cyanophylla | 84,00 | 140,34y | 92,42 ®x | 140,03y
Acacia albida 53,729 | 72,98° | 90,30° | 97,19°
Albizia julibrissin 135,02° | 159,21° | 145,63° | 155,20°
Vicia Faba 210,24° | 211,41° | 182,22° | 180,15°
Pinuca granatum 149,71° | 155,91° | 113,16° | 101,17°

SEM 8,54 7,24 6,75 6,56

Effet p

Espéce <,0001 <,0001

PEG <,0001 <,0001

Race <,0001 <,0001

Espéce*PEG <,0001 <,0001

Espéce*PEG*Race <,0001 <,0001

+/- . +PEG/-PEG ; S.E.M.: erreur standard des moyennes. *¥ Les moyennes du méme fourrage de la méme ligne, pour

chaque paramétre, suivies de lettres différentes sont significativement différents a p = 0,05.

Le résultat montre 1’existence d’une différence significative (p<0,0001) entre le microbiote
ruminal des deux races utilisés (figure 29). Toutes les interactions sont significatives (p<0,0001). Ce
résultat est corroboré par plusieurs travaux dont ceux réalisés par Lopez et al., 2001.

Les différences entre les races et les génotypes des moutons dans de nombreux aspects de
leur biologie fondamentale (reproduction, lactation et la croissance) sont bien connues. Néanmoins,
les différences entre les races dans la digestibilité et la degradabilité ruminales des aliments ne sont

étudiées que récemment, avec des résultats controversés. Ainsi, si certains auteurs détectent des
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différences significatives entre les races de moutons dans la digestibilité des fourrages (Amor, 1994;
Givens et Moss, 1994; Manzke et al., 1997;. Lourenco et al., 2000), d'autres ne concluent qu’a des
différences négligeables (Ranilla et al., 1998). Plusieurs travaux, in situ et in vitro, sont également
menés pour étudier les différences entre les races dans la dégradabilité ruminale des aliments. En
général, la dégradabilité est plus grande dans le rumen des races locales que dans le rumen d'especes

non indigenes et /ou races améliorées (Ranilla et al., 1997.; Manso et al., 1999; Sebek et Everts,
1999).

250 O Race Assaf -PEG
W Race Assaf +PEG
B Race Merinos -PEG
n 200
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Figure 29 : Production de gaz a 24h d’incubation par le microbiote des races Assaf et Mérinos.
Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

Ranilla et al. (1997 et 2000) constatent que la dégradabilité de certains aliments est plus
élevée chez I’espéce ovine espagnole Churra que chez I’espéce Mérinos, bien que ces différences
soient plus grandes avec des aliments ayant une concentration en parois cellulaires plus élevées. Ce
résultat est comparable au notre, en particulier pour V.faba, P.granatum et A. herba alba.
Cependant, aucune différence significative n’a été observée pour le reste des espéces. Exception
faite d’une supériorité de la race Merinos avec Acacia albida (p<0,05) (figure 29).

Les différences entre les races dans la digestion ruminale et la dégradation des aliments
semblent dépendre des races étudiées et du type d'alimentation utilisée. Les différences sont plus
prononceées entre les races adaptées aux différentes conditions environnementales et d'alimentation

(Mann et al., 1987; Givens et Moss, 1994). La capacité digestive aurait été développée pour
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I'adaptation a des situations marginales. La différence entre les races est plus marquée dans la
digestion des aliments de mauvaise qualité (Lopez et al., 2001). Ranilla et al., (1998) et Lourenco
et al., (2000) ont conclu que les différences entre les races dans la digestibilité et 1’utilisation des
aliments ne sont perceptibles qu’avec des fourrages de mauvaise qualité offerts a des niveaux

proches de I’ad libitum.

Des études comparatives ont montré des différences entre plusieurs especes de ruminants
(bovins, caprins, ovins et camelins) dans l'utilisation des fourrages grossiers qui seraient liées a des
différences dans leur comportement alimentaire et leurs processus digestifs respectifs (Dulphy et al.,
1995). Ces différences (observées méme entre les races de la méme espéce), recommandent des
stratégies d'alimentation distinctes en prenant en considération leurs capacités d'adaptation et de
survie dans leur environnement naturel (Van Soest, 1994). Ces différences de race ont des
implications importantes quant a I'adéquation de génotypes particuliers pour la mise en place de
systemes extensifs de production animale, et ces variations intra spécifique doivent étre évaluées.

Le phénotype est le produit des interactions entre le génotype et son environnement. En
général, les espéces et les races élevées dans un environnement particulier sont bien adaptées grace,
en particulier, a la sélection des éleveurs. En conséquence, des races se trouvant dans un
environnement spécifique peuvent ne pas avoir les mémes performances lorsqu'elles sont placées
dans un autre milieu (Lopez et al., 2001). Le génotype des animaux et leur état physiologique peut
affecter leur consommation en nutriments (Molina et al., 2000). Ceci peut étre di en partie, soit aux
différences dans la capacité physique a ingérer des aliments, soit par des différences dans la
rétention des aliments dans le rumen ou les intestins qui dépendent de leur taille (Weston, 1982).

L'utilisation des petits ruminants, notamment les ovins, dans les études sur la digestibilité et
le métabolisme, surtout les techniques in situ, est largement acceptée, en partie a cause de la facilité
de manipulation des animaux, les colts réduits d'entretien des animaux et des exigences
d'alimentation plus faibles en comparaison aux bovins qui nécessite des codts exorbitants. En effet,
les valeurs des digestibilités obtenues chez les moutons sont acceptées comme la norme mondiale

pour la plupart des systémes d’alimentation pour ruminants (Cone et al., 1996, 2002).

L’¢énergie métabolisable (EM) et la digestibilit¢ de la matiere organique (DMO) des
¢échantillons sont prédits a 1’aide de la méthode de Menke et Steingass (1988). (plus la valeur
numérique est élevée, plus la valeur nutritionnelle de 1’échantillon est bonne). L’EM et la DMO ont

été calculées d’apres les teneurs en constituants chimiques (protéines brutes et minéraux), et la
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production de gaz observée apres 24 h de fermentation en présence et en absence de PEG pour voir

I’effet des Tanins sur ces deux paramétres.

5- Effets des Tanins sur la production de Méthane

5.1. Energie métabolisable et digestibilité de la matiére organique

L’énergie métabolisable (EM) et la digestibilité de la matiére organique apres 24 heures
d’incubation (DMO24) des échantillons sont prédits a 1’aide de la méthode de Menke et Steingass
(1988). La production de gaz observee apres 24 h de fermentation en présence et en absence de PEG

permet de mesurer I’effet des Tanins sur ces deux parametres.Les résultats obtenus sont représentés
dans le tableau 22.

Tableau 22 : Effet du PEG sur la DMO24 et I’Energie Métabolisable des fourrages collectés

G24 (ml/200mg MS) EM (MJ/ Kg MS) DMO24(g/100g MO)
PEG - + - + - +
A. herba alba (Aha) 56,07 69,66° 4,42° 4,295 30,89% 30,03°
A.halimus (Ah) 69,44° 84,68% 4,98° 4,895% 35,49° 34,91°
A. nilotica (An) 55,04%x | 115,21% 5,08% 6,22 | 36,13°% | 43,56™y
A.horrida (Aho) 88,06° 106,82™ 5,84° 5,845 41,02° 41,07
A.cyanophylla (Ac) 39,99%x | 106,05y | 4,18% 547% | 29,70°% | 38,18%%y
A.albida (Aa) 37,88°%x | 63,23% 4,67 4,86° 33,38% 34,62°
A. julibrissin (Aj) 93,26°x | 121,21% 5,80 6,060° 40,70° 42,37°
V.Faba (Vf) 129,79* | 146,17 6,84° 6,780° 47,43 47,06°
P. granatum (Pg) 60,73° 67,20° 4,47° 4,15 31,15% 29,02°
SEM 6,75 6,56 0,198 0,208 1,34 1,43
Effet p
Espece <,0001 <,0001 <,0001
PEG <,0001 <,0001 <,0001
Espéce*PEG <,0001 <,0001 <,0001
Classement des Vi>Aj>An>Aho V> An >Aj > Aho>|Vf>An>Aj>Aho>Ac
fourrages >Ac>Ah>Aha>Pg>Aa | Ac>Ah>Aa>Aha>Pg |>Ah>Aa>Aha>Pg

DMO24: Digestibilité de la matiére organique aprés 24 heures d’incubation ; G24 : Production de gaz apres
24 heures d’incubation ; ME : Energie Métabolisable.
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La valeur de I’énergie métabolisable, sans ajout de PEG, la plus ¢€levée est enregistrée chez
la léegumineuse Vicia faba avec une valeur de 6,84 MJ/kg MS. Les valeurs les plus faibles sont
observées, avec égalité statistique, chez A.herba alba et P. granatum (p= 0,05), avec les valeurs de
4,42 MJ/kg MS et 4,47 MJ/kg MS, respectivement.

L’effet du PEG sur la EM est significatif (p<0,05) chez A.nilotica est A.cyanophylla avec
des valeurs respectives, en absence et en présence de PEG, de 5,08 ; 6,22 MJ/kg MS, et de 4,18 ;
5,47 MJ/kg MS. La méme tendance est observée pour les valeurs de la digestibilité de la matiere
organique (Tableau 21). L’interaction entre le PEG et 1’espece vegeétale testée comme fourrage
présente un effet significatif (p<0,0001).

Dans une étude utilisant les feuilles mélangées aux pédicelles de six especes d’acacias,
collectées au Kenya, dont A.nilotica, Abdulrazak et al., (2000) obtiennent des valeurs de la EM et la
DMO24 supérieures & nos valeurs (voir Tableau 22). Par contre dans une autre étude réalisée en
Egypte par ElI Waziri et al., (2007) et utilisant Acacia saligna (syno. A.cyanophylla) et Atriplex
halimus, a I’état frais et ensilées, il obtient des résultats comparables aux notres. Rubanza et al.,
(2005), dans une étude similaire utilisant le PEG, testant six especes d’acacias de Tanzanie (A.
angustissima, A. drepanolobium, A. nilotica, A. polyacantha, A. tortilis et A. senegal), obtient un
effet significatif du PEG sur la EM et la DMO24, ainsi que ’interaction entre le PEG et 1’espece
utilisée (p<0,001).

Tableau 23 : Données de la littérature sur la DMO24 et la ME des Acacias

Espece | A.brevispica A.nubica | A.tortilis Annilotica | A.mellifera

2Abdulrazak et al.2000
"

EM 11,7 |44 13177 (111|191 |116 (91 | 120 (91

DMO24 | 480 344 | 640 | 607 | 516 | 702 | 484 | 706 | 490 602

Rubanza et al.2005

Espece | A.angustissima | A.senegal | A.tortilis A.nilotica | A. polyacantha

& Auteur dont les résultats de ses travaux sont inscrits a gauche

A travers ces résultats nous estimons que le gain le plus élevé, en énergie pour I’animal,
pouvant échapper au microbiote ruminal grace ’action des tanins condensés, est enregistré chez
Acacia nilotica et Acacia cyanophylla. L’action des TC sur la digestion des matiéres azotées dans le
rumen et dans I’intestin a des conséquences importantes sur la nature et la voie d’excrétion des

matiéres azotées non utilisées et sur 1’azote retenu par 1’animal (Doreau et al., 2011).
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Dans notre étude, la plus grande amélioration dans la fermentation (GP24 et EM et DMO24)
s'est produite chez A.nilotica, malgré le fait que cet arbre présente les plus hauts niveaux en
composés phénoliques, représentés par des concentrations élevees en tannins condensés libres (\Voir
Tableau 12) (Ben Salem et al., 2006), alors que les tannins condenses liés semblent étre inertes, et
n’affectent pas la fermentation microbienne (Makkar et Becker, 1998). Une fois libérés dans le jus

de rumen a la suite de I'activité microbienne, les TCL peuvent influer sur la croissance bactérienne.

Le PEG a une plus grande capacité de désactiver les tanins extractibles libres que les tanins
liés aux fibres et peut réduire leurs effets négatifs ; ce qui peut refléter la relation négative entre les
paramétres de fermentation et les composés phénoliques (Tableau 17). L’ajout de PEG pendant
I’incubation a de fourrages riches en tanin et en NDF provoque 1I’augmentation de la production de
gaz (Getachew et al., 2000a), suggérant que les tanins libérés a la suite de la dégradation des NDF
par le microbiote du rumen sont peu actifs biologiqguement avec un impact mineur sur les
fermentations. La présence de composés secondaires dans les feuilles de différentes espéeces
d'arbres, méme a la méme concentration, produit des effets de différentes magnitudes sur les
parametres de production de gaz et la digestibilité (Makkar et al.,, 1995b), ce qui conforte
I’hypotheése de l'importance de la relation entre la structure du composé secondaire et son activité
(Beauchemin et McGinn 2005). Toutefois, I'amélioration de la valeur nutritive du feuillage par la
supplémentassions de PEG peut étre due a la nature et I'activité des composés secondaires.

L’effet des tannins sur la dégradabilité de la matiére organique, surtout les protéines, a un
impact sur le risque de météorisation au paturage. Les légumineuses contenant des tannins ne
présentent pas de risque de météorisation puisque les protéines sont faiblement dégradées et ne

peuvent constituer ces réseaux protéiques.

5.2. Matiere organique réellement dégradée et production des AGV

Les résultats de la production des acides gras volatiles (AGV), le facteur de partition (PF) et
la production de la biomasse bactérienne (BM) sont représentés dans le tableau 24. Les différences
entre les espéces sont significatives pour les trois parametres (p<0,05). L’addition de PEG augmente
de facon significative (p<0,05) la production des AGV (& partir de 0,240 a 0,426 (mmol/g MS) chez
A.nilotica et de 0,173 a 0,385 (mmol/g MS) chez A.cyanophylla. Parmi les legumineuses arbustives,
la production la plus élevée en AGV en presence de PEG, est observée chez A. julibrissin (0,452
mmol/200mg MS) et la valeur la pus basse est notée chez P. granatum (0,212 mmol/ 200mg MS).
Le facteur de partition reflete I'efficacité de la biosynthése des protéines microbiennes par le

microbiote a partir du substrat ingéré. Ce parametre exprime la répartition de la matiere organique
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réellement dégradée pour la production de la biomasse microbienne et la production de gaz. Il

correspond au rapport de la quantité en matiere organique réellement dégradée (mg), nécessaire

pour produire 1 ml de gaz (Blummel et Becker, 1997). En absence de PEG, les valeurs du facteur

de partition (FP) sont comprises entre 1,99 et 3,43 (mg/ml) (Tableau 27). En présence de PEG,

I’intervalle des valeurs est compris entre 2,2 et 4,4 (mg/ml). Ces valeurs sont relativement en accord

avec I’intervalle établie par Blimmel et al . (1997) qui s’étend entre 2,75 et 4,41 mg/ml mais sont en

deca des résultats obtenus pour des fourrages riches en tanins (3,1-16 mg/ml) (Getachew et al.,

2000).

Tableau 24 : Production des AGV, facteur de partition et biomasse bactérienne

AGV (mmol /200 mg) | FP (mg/ml) BM (mg)

PEG - + - + - +
A. herba alba (Aha) 0,245% 0,223° 2,72 | 3,30™ | 132,90% | 188,77y
A.halimus (Ah) 0,304° 0,290 2,82° | 3,34™ | 163,71°x | 225,27°y
A. nilotica (An) 0,240“®x | 0,426% 2,65" | 2,437 | 12535% |166,41%%
A.horrida (Aho) 0,387° 0,388 | 240" | 2,75 | 143,61% | 196,69y
A.cyanophylla (Ac) 0,173%x | 0,385"y | 2,84°x |2,20% | 116,955° | 126,18°
A.albida (Aa) 0,164° 0,195° 3,80° | 3,917 | 180,70%x | 226,23
A. julibrissin (Aj) 0,410° 0,452° 2,36™ | 2,55° | 144,93 | 191,87y
V.Faba (Vf) 0,572 0,563 1,99° | 2,267 | 126,45% | 176,49°%
P. granatum (Pg) 0,265° 0,212° 3,43% | 4,40% | 205,54°% | 279,20%

SEM 0,03 0,029 |0,12890 | 0,180 | 6,851 10,03

Effet p

Espece <,0001 <,0001 <,0001

PEG <,0001 0,001 <,0001

Espéce*PEG <,0001 0,0004 0,0199
Vi>An>Aj>Aho>Ac

Classement des fourrages >Ah>Aa>Aha>Pg

AGV:Acide Gras Volatile; FP: Facteur de Partition ; BM : Biomasse Microbienne.

La production de biomasse microbienne (BM) est significativement influencée par la nature

du substrat et par le traitement au PEG (p<0,0001), par contre I’effet de I’interaction du facteur
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substrat et du facteur PEG n’est pas significative (p =0,0199). En présence de PEG, les valeurs de la
BM varient de 279,20 mg a 126,18 mg.

Ces différences sont probablement dues aux différentes substances anti nutritionnelles
(Polyphénols) que renferment les substrats ainsi que leurs éventuelles interactions. En effet, les
saponines sont des molécules naturelles de défaunation qui agissent principalement sur la population
des protozoaires ciliés, ce qui pourrait avoir pour effet une augmentation quantitative du microbiote
(Makkar, 2003c ; Makkar, 2005, Makkar et al., 2007).

Il est important de remarquer que d’aprés Makkar (2010), la méthode basée sur la
production de gaz et la détermination de la matiere organique réellement dégradée par le traitement
du résidu de substrat apres une fermentation de 24h pour calculer la masse microbienne ne
fonctionne pas bien pour les aliments riches en tannins. Des valeurs élevées du FP peuvent étre
obtenues et ceci est dd a plusieurs facteurs :

— La solubilisation des tanins qui ne contribuent ni a la production de gaz ni a la production
d’énergie mais favorisent plutot la perte de la maticre séche.

— Le réle essentiel de la fraction soluble cellulaire (contenu azoté et lipides), qui contribue a la
production de gaz.

— La présence hypothétique des complexes tanins-protéines insolubles dans les résidus non
dégradés meéne a une sous-estimation de la matiére organique dégradée qui fait baisser les

valeurs de PF.

L’amélioration substantielle de la production en AGV en présence de PEG chez A.nilotica
et A.cyanophylla suggére une intensification de I'activité fermentaire et une production élevée de la
masse des micro-organismes quand un aliment riche en énergie et en protéine est incubé (Getachew
et al., 2000a). Ceci n’est pas le cas pour A.cyanophylla qui montre une stabilité de la production de
la BM, ceci pourrait étre di a sa faiblesse, relative, en énergie métabolisable et en fibres digestibles.
Il est pratiquement prouvé que la supplémentation a des légumineuses deficientes en énergie de
graminées riches en cellulose et en hémicellulose stimule I'activité fermentaire des micro-
organismes en créant un environnement favorable pour leur croissance (Makkar 2003). La
dépression de la digestibilité en I'absence de PEG chez A. nilotica et A.cyanophylla peutt étre due a
la nature de la toxicité in vitro des tanins contre le microbiote ruminal (Osuji et Odenyo, 1997) et
chez les ovins précisément (Odengo et al., 2007).

L’interprétation de ces résultats nécessite d’autres travaux plus poussés afin de déterminer la

cinétique de la croissance bactérienne en présence de chaque substrat. En effet, la croissance
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bactérienne comporte plusieurs étapes ; une phase de latence, croissance, une étape stationnaire et
enfin la déclinaison (Van Soest, 1994). Les phases de la croissance microbienne par rapport a un
temps d’incubation varient entre substrats et les comparaisons de la BM dans les systemes en Batch
peut entrainer a des conclusions erronées. Cela pourrait étre le cas de I'analyse du FP apres 24,0 h
d’incubations sans égard aux différences spécifiques de chaque substrat de la cinétique de
croissance microbienne (Blimmel et al., 2003).

5.3. Effet du polyéthylene glycol sur la partition du carbone et de I’hydrogéne

5.3.1. Production de gaz total en présence de PEG

L’utilisation de la Chromatographiec en Phase Gazeuse pour étudier la steechiométrie des
fermentations apres 24 heures d’incubation en présence et en absence de PEG donne les résultats
présentés dans le tableau 25. La production in vitro de gaz total (GT), CO, et de méthane est
significativement différente entre les espéces fourrageres utilisées (p<0,05). La production de gaz
totale la plus élevée, en absence et en présence de PEG, est enregistrée chez V.faba avec les valeurs
de 5,79-6,53 (mmol/g MS). La différence la plus significative dans la production de gaz total, en
absence et en présence de PEG, est observée chez A.cyanophylla et A.nilotica (p<0,001) (figure 30).
L’effet du PEG sur la production de gaz total est significatif (p<0,05) chez tous les acacias. Aucune
différence significative de la production de gaz n’est observée (p<0,05), en absence et en présence
de PEG, chez quatre espéces fourragéres, en 1’occurrence, A.herba alba, A.halimus, V.faba et
P.granatum. L’interaction des facteurs espéces et PEG est aussi significative (p<0,0001). Comme il
est montré plus haut, la production de gaz est négativement corrélée avec les tanins d’une manicre
générale et les tanins condensés en particulier. Nous tenons a rappeler qu’au niveau du rumen, la
protéolyse est partiellement inhibée par la présence des tanins (Barry et Manley, 1984). Ces
résultats, gaz total produit en absence de PEG, sont en partie liés a des baisses des activités
enzymatiques directement dues aux tanins (Makkar et al., 1988 ; McAlister et al., 1994) a cause de

leurs inaccessibilité aux fractions glucidiques et protéiques.
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Tableau 25 : Steechiométrie de la production des gaz in vitro (mmol/g MS) en présence et en absence du PEG

CcOo2 CH4 CO2/CH4 CH4/GT GT
PEG - + - + - + - + - +
Artemisia herba alba | 1,986%x | 2,697% | 0,517%% | 0,413% 3,84% 6,52y | 0,208® | 0,133 | 250™ 3,10°
Atriplex halimus 2,762 | 3,124°° | 0,338%x | 0,656% 8,17% 4,76%x | 0,109° | 0,173% 3,10° 3,78%
Acacia nilotica 1,999°x | 4,395®y | 0,458%x | 0,748% 4,36 587" | 0,186™ | 0,146"" | 2,46°x | 5,14%
Acacia horrida 3,371° 3,997 | 0,560°%« | 0,771% 6,02 5,18° | 0,142°° | 0,162® | 3,93% 4,77
Acacia cyanophylla 1,502°x | 4,001y | 0,283% | 0,733y | 5,31" 5,46°% 0,158° | 0,154% | 1,78%x | 4,73y
Acacia albida 1,517°% | 2,5516% | 0,173"x | 0,307'y 8,74 8,22 0,103° 0,108° 1,69° 2,82%
Albizia julibrissin 3,450° | 4,496®y | 0,713 | 0,915°%y | 4,85 4,92 | 0,1710® | 0,169 | 4,16 5,41°%
Vicia Faba 4,619° 5,328° 1,175° 1,198 3,93% 4,45% 0,203 0,184 5,792 6,53
Pinuca granatum 2,326 2,631° 0,385 | 0,368 6,06" 7,14% 0,142° | 0,123% 2,71° 3,00°
SEM 0,2394 | 0,23011 | 0,06766 | 0,06518 | 0,4101 0,2903 | 0,0088 | 0,0059 | 0,30129 | 0,292841
Effet p
Espece <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
PEG <,0001 <,0001 0,3102 0,0268 <,0001
Espéce*PEG <,0001 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001

CO2 : Dioxyde de carbone ; CH4 : Méthane ; GT : Gaz Total ; *"“ % ® moyennes dans la méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement différentes (P <

0,05). x, y moyennes dans la méme ligne pour chaque parameétre affectées de lettres différentes sont significativement différentes (P < 0,05).S.E.M.: Erreur Standard des

Moyennes.
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Figure 30 : Gaz total produit (mmol/g MS) en absence et en présence de PEG
Ah.a: Aherbaalba; Ah: Ahalimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

5.3.2. Effet des tanins condensés sur la production de CO, et CH4.

Le réle du rumen est essentiel dans la partition globale de carbone. Au niveau du rumen le
flux de carbone fermenté se réparti entre la biomasse microbienne (25 %), les acides gras volatils
(AGV) (56 %) et les gaz (19 %) produits. Les principales causes de variation de cette partition sont
le profil des AGV et I’efficacité de la croissance microbienne (Sauvant et Giger Reverdin, 2009).

Les détails de la production de CO, et CH4, en absence et en présence de PEG, sont résumés
dans le tableau 25. A 1’exception de V.faba et P.granatum, I’effet du PEG est significatif chez la
plupart des espéces fourragéres analysées (p<0,05) (Figure 31). La méme lecture peut étre faite pour
I’effet significatif des tannins condensés, en absence de PEG, sur cette méme production. La relation
entre les deux effets n’est plus a démontrer. Par contre il est bon de préciser que I’activité anti-
nutritive des tannins varie entre les espéces végétales, en raison de la nature, la structure chimique
des tanin (Dalzell et Kerven, 1998), le degre de polymérisation (Schofield et al., 2001), les

processus biochimiques et aux relations tanin structure-activité biologique (Haslam, 1998).
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Figure 31 : Production de CO, et de CH4 (mmol/g MS) en Présence et en absence de PEG.

A h.a: Aherba alba ; A h: A.halimus; A n: A.nilotica; A ho:A.horrida;
A c:A.cyanophylla; A a: A.albida; A j: A.julibrissin; Vf: Vicia faba; Pg:P.granatum

La production de méthane CH4 et de dioxyde de carbone CO2 par les animaux est d’origine
digestive. L’émission de CO2 d’origine digestive s’ajoute a la production de CO2 d’origine
métabolique (respiration de 1I’animal). La production de CH4 et de CO2 d’origine fermentaire est le
résultat de la dégradation anaérobie de la biomasse végétale ingérée, et ce, par les microorganismes
présents dans le tube digestif. Tous les animaux d’élevage produisent donc du CH4 et du CO2.
Cependant, les ruminants (bceuf, mouton, chévre) excretent des quantités plus grandes de ces gaz
que les monogastriques (volaille) (Chouinard Y., 2000).

La relation entre la production de CO2 avec la concentration des tanins condensés totaux
(TCT) est représentée par la droite de régression (Figure 32). En absence de PEG la droite présente
une pente négative (y = -36,023x + 399,05 ; R2 = 0,0164). Par contre 1’ajout de PEG élimine 1’effet
des tannins montrant un effet positif (y = 149,83x - 247,57 ; R2 = 0,2575).

125



Résultats et discussion

800 800
2 . & .
= 700 s 700
(=)
< 600 ad =~ 2 600 —
NS =)

500 >, 500
~§ * \§ &
$ 400 S 400
° ~— ko]
S 300 S 300
O — 'S
@ 200 o 200
= c
= =
< 100 * S 100 'S
[ * DS X 2 S e A

O T 0 T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
Production de CO, sans PEG Production de CO, en présence de PEG

y =-36,023x + 399,05 ; R2=0,0164 y = 149,83x - 247,57 ; R2=0,2575
Figure 32 : Relation entre la production de CO, et les Tanins Condensés.

Le méme résultat est observé pour I’effet des TCT sur la production de méthane (figure 32).
En absence de PEG, les tannins influencent négativement cette production (y = -57,78x + 334,41 ;

R2=0,0034). Le PEG efface cet effet négatif complétement (y = 352,45x + 65,629; R2 = 0,1179).
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Figure 33 : Relation entre la production de Méthane et les Tanins Condenses.

La production de gaz a partir de la dégradation des protéines est relativement faible
par rapport a la fermentation des glucides (Wolin, 1960). La contribution des matiere grasses dans
la production de gaz est négligeable (Getachev et al., 1998).

Chez les ruminants, la digestion des glucides s'effectue principalement par l'action des
microorganismes anaérobiques du rumen. Le rumen contient plus de 60 especes de bactéries a une

concentration totale de 10°10'° bactéries (microflore) par millilitre. Le fluide ruminal contient
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beaucoup moins de protozoaires (microfaune), soit environ 10° protozoaires par millilitre, mais ces
derniers etant plus gros que les bactéries, ils composent environ la moitié de la masse des
microorganismes du rumen. La digestion des glucides alimentaires s'effectue en deux étapes. Les
osides (glucides complexes) sont d'abord dégradés en oses (glucides simples) puis les oses sont
utilisés (fermentés) par les microorganismes. Les bactéries du rumen sont classifiées parfois selon le
type de substrat qu'elles hydrolysent. On peut parler de bactéries cellulolytiques, amylolytiques,
dextrinolytiques et saccharolytiques. L'hydrolyse des osides produit principalement du glucose, du
fructose, du xylose et des acides uroniques (provenant des pectines et des hemicelluloses) qui sont
convertis en xylose. Durant I'hydrolyse extracellulaire, les microbes s'attachent au matériel végétal
et sécretent des enzymes qui attaquent les fragments, libérant ainsi des unités de glucides simples.

Les oses libérés sont rapidement absorbés par les bactéries, de sorte qu'ils sont rarement
détectés dans le rumen. Les oses sont métabolises par les bactéries afin de produire de I'ATP
nécessaire a leur métabolisme (entretien, croissance et division). Le métabolisme des
microorganismes étant anaérobie, le pyruvate ne peut pas emprunter le cycle de Krebs et les
produits terminaux de la digestion sont principalement les acides gras volatils (l'acétate, le
propionate et le butyrate), les gaz (le CO2, I'hydrogéne, et le CH4) et l'eau (Tableau 26). Le
pyruvate est un intermédiaire important, mais n’est généralement pas retrouvé en concentration
importante dans le fluide ruminal. L'acétate constitue en moyenne 65 % des acides gras volatils
produits, le propionate prés de 20 % et le butyrate environ 10 %. Avec un régime riche en

concentrés, la proportion d'acétate diminue tandis que la proportion de propionate augmente.

Tableau 26 : Produits terminaux de digestion microbienne des glucides chez le ruminant
Substrat Produitl Produit2 | Produit3

Hexose 2 Pyruvates | 4 H
Pyruvate + H20 | Acétates + + | CO2 2 H
2 Pyruvate + 4H | Butyrate 2C02 2H,
Pyruvate + 4 H | Proionate H20

CO2+8H CH4 2H20

L’ensemble des réactions présentées dans le tableau 26 montre que la production d’acétate
est reliée a la production de CH4, alors que celle du propionate est reliée a la production de CO2. Il

existerait également une relation inverse entre la production de propionate et elle de CH4.
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Finalement, d’autres travaux ont montré que les concentrations de CH4 et de CO2 évoluent
en sens inverse au cours de la journée; les concentrations de 1’un étant maximales dans le contenu

ruminal au moment ou les concentrations de 1’autre sont minimales (Vermorel, 1995).

Les tanins se fixent préférentiellement aux protéines (Hagerman, 1989) mais aussi a des
polyosides telles les celluoses, hémicelluloses ou pectines (Mangan, 1988). Les tanins sur les
protéines hydrosolubles et peut modifier leur role (inhibition de 1’activité des enzymes) et générer
leur précipitation. L’association tanins-protéines est essentiellement un phénomeéne de surface (Mc
Manus et al., 1985). Dans les conditions engendrant la précipitation des protéines, deux situations
sont envisageables : si la concentration des protéines est faible, les tanins se fixent en formant une
monocouche aotour de chaque molécule, si elle est élevée, les tanins peuvent se fixer sur plusieurs

protéines a la fois en formant un réseau.

Les liaisons formées sont, dans un premier temps, réversibles mais évoluer vers des liaisons
irréversibles (Haslan, 1994). En général, 1’addition de Polyéthylene Glycol ou de
Polyvinylpyrrolidone (PVPP) dans un milieu contenant des tanins et une protéine provoque la
rupture des liaisons non covalentes tanins-protéines au profit de 1’élaboration de liaisons Tanins-
PEG (Hagerman, 1989). Bien que Leinmaller et al., (1991) rapportent quelques exemples
d’activation d’enzymes par les tanins, le plus souvent une corrélation négative est observée entre la
présence de tanins dans une plnte et la dégradation enzymatique de celle-ci. Ceci est vrai pour sa
fraction protéique mais aussi pour les autres fractions telles que la fraction glucidique (Mc Leod,
1974). Les effets des tanins condensés au niveau moléculaire et I’exemple de la protéolyse montrent
gue ces molécules ont une capacité importante a se fixer sur diverses molécules, générant un
encombrement spatial, et une insolubilisation de certains de certains polyméres hydrosolubles. Chez
les ruminants 1’ingestion de plantes riches en tanins se traduit par une mondre utilisation digestive et

métabolique (Zimmer et Cordesse, 1996).

Une adaptation des ruminants utilisant des fourrages riches en tanins est observée, les
glandes parotides sont hypertrophiées (Butler et Mole, 1988). Cette hypertrophie s’accompagne
d’une production élevée d’une catégorie particuli¢re de protéines salivaires (Mehansho et al., 1983 ;
Jansman et al., 1994a). Ces protéines se fixent sur les tanins des leur ingestion, lors de la
mastication et de I’insalivation, et les neutralisent. Elles sont riches en proline présentant une

structure spécifique des tanins habituellement ingérés de facon a avoir une affinité suffisamment
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élevée pour que les tanins liés a ces protéines de la mastication jusqu’a I’excrétion dans les féces
(Hagerman et al., 1992).

5.3.3. Production de méthane et perte d’énergie

L’analyse de la variance ne montre aucun effet significatif du PEG sur le rapport (CO2/CH4)
(p=0,031) (Tableau 28). Mis a part pour deux fourrages, A.albida et A.julibrissin, les différences
observées sont significatives apres addition de PEG. L’effet du facteur espéce est par contre
signicatif (p<0,0001). Ces différences seraient dues au facteur fourrage. A travers ce rapport nous
pouvons déceler le comportement contrasté de la microflore ruminal en présence de différents
substrats ayant des compostions chimiques différentes. Le cas le plus illustratif est celui de
I’Atriplex halimus ou le rapport chute de moitié en présence de PEG. La particularité de I’ Atriplex
est sa composition modérée en Tanins Condenseés (44,4 k/kg MS). Ce qui est recommandé chez les
plantes a tanins pour leur utilisation comme fourrage et par ricochet peut réduire la production de
méthane en favorisant une autre voie de catabolisme (Aerts et al., 1999). Par contre chez A.herba
alba nous constatons I’effet contraire, le rapport CO2/CH4, passe du simple au double
significativement (p<0,05). Ces deux résultats contrastées, montre la complexité de la microflore
ruminale et sa capacité a s’adapter a différents aliments en un laps de temps relativement court, 24
heures seulement.

La proportion de méthane produit par rapport au volume de gaz total (CH4/GT) varie,
significativement (p<0,05) en présence et en absence de PEG (Tableau 24). L’effet du PEG sur ce
rapport n’est pas significatif (p>0,02). Par contre I’effet du fourrage utilisé est significatif
(p<0,0001). En absence de PEG, le rapport le plus faible (p<0,05) est noté chez A.albida (0,103) par
contre le ratio le plus élevé est observé chez V.faba (0,203). La réponse de la production de méthane

dans le rumen est variable (Doreau et al., 2011).

5.4. Utilisation des Acacias pour la réduction du méthane

Comme indiqué dans le tableau 25, 1’addition de PEG augmente d’une maniére significative
la production de CH4 (p<0,05), essentiellement chez tous les Acacias. Ce qui suggere que 1’effet des
tannins sur la production de méthane est aussi significatif (p<0,05). L’effet le plus remarquable est
observé chez Acacia nilotica et A cyanophylla, en absence de PEG. En effet que la réduction de
cette production est directement influencée par les tanins condensés dont ces deux especes sont tres
riches (voir Tableau 12).

Certains travaux suggerent que les 1égumineuses sont a 1’origine d’une émission de méthane

entérique plus faible que les graminées. A I’inverse, la consommation d’aliments riches en amidon
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qui favorise la production de propionate, réduira les quantités de méthane produit. Une méta analyse
réalisée sur 101 expérimentations et 290 traitements a permis de montrer que la part d’énergic
métabolisable perdue sous forme de méthane diminue significativement lorsque la proportion de
concentré (ou de céréales) représente plus de 40% de la ration (Sauvant et Giger-Reverdin 2007).
L’inhibition importante de la méthanogénese observée a partir de 80% de concentré dans la ration
traduit une acidose ruminale et correspond a une baisse significative de la digestion et des

performances zootechniques.

McCaughey et al (1999) observe une diminution de 10% de la production de méthane par
kg de gain de poids sur des bovins a viande au paturage, lorsque les graminées sont remplacées par
un mélange graminées-luzerne. Un tel effet n’est pas relevé avec du tréfle blanc ou violet (Beever
et al 1985, Van Dorland et al 2007, Hammond et al., (2011). Carulla et al., (2005) et Niderkorn et
al., (2011) n” observent aucun effet significatif de la luzerne ou du trefle violet apporté en
substitution a du ray-grass sur 1’émission de méthane par kg de MS, toujours lors d’essais in vivo.
L’effet de la luzerne parfois observé pourrait laisser penser que la réduction de méthane serait due a
la richesse de la luzerne en malate, un acide organique contribuant a réduire la production de

méthane, ou a certains métabolites secondaires comme les saponines.
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Conclusion

Cette thése avait pour objectif principal d’étudier les effets des polyphénols, contenus dans le
fueillage des Acacias, sur les fermentations ruminales, afin de mieux cerner les parametres majeurs
d’une meilleure utilisation de ces essences comme fourrage pour les ruminants.

Le feuillage des Acacias, collecté de régions arides et semi-arides de notre pays s’est révélé
riche en tanins condensés. Dans leur écosysteme local, ces légumineuses ligneuses sont adaptées
aux sols pauvres et résistent remarquablement aux stress hydrique. Certaines sont endémiques de
1’ Algérie, comme A. nilotica et A. albida et A .horrida.

Dans un second volet, nous avons effectué des investigations sur 1’effet de ces substrats sur
la reduction de la production de méthane, en vue de réduire les pertes en matiéres azotées qui
induisent des pertes énergétiques et, par ricochet, la minimisation des effets néfastes des émanations
de méthane sur I’environnement.

Dans ce cadre, ce travail a consisté a étudier plusieurs aspects relatifs a ces fourrages :

1- Determination de la composition chimique des échantillons collectes.

2- Etude de la fermentescibilité des substrats retenus par le microbiote ruminal d’ovins, et
donc indirectement leur valeur nutritive, par des techniques in vitro et in vivo (in sacco).

3- Etude des effets antinutritionnels des tanins condensés sur la fermentescibilité et la
digestibilité de ces fourrages riches en composés secondaires.

4- Etude de l’effet des tanins condensés des plantes collectées sur la méthanogenese
ruminale.

L’analyse chimique standard des substrats donne pour quatre espéces (A. herba alba, A.
horrida, A .cyanophylla et A .albida) des taux élevés en fibres (NDF et ADF) et pour d’autres,
surtout les Acacia (A. nilotica, A. cyanophylla et A. albida), des concentrations importantes en
lignine (ADL). Les Acacia detiennent les valeurs les plus élevées en PB, ce qui est un bon parametre
quant a leur valorisation comme fourrage. Néanmoins, la présence des tanins en grande quantité
chez les Acacia, conjuguée a leur taux élevé en lignine, ne les prédispose pas a une utilisation
comme fourrage principal. Mais, ils pourraient étre envisagés comme additif ou comme palliatif au
déficit fourrager en période de disette.

Les tanins sont des molécules complexes et variées, ils peuvent se lier aisément a de
nombreuses molécules, en particulier les protéines, et perturber ainsi certains meécanismes
biologiques. Ingérés en faibles quantités, ils présentent des intéréts zootechniques averés tel que la

diminution de la météorisation chez les ruminants.
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Conclusion

Les zones & végétation riche en tanins occupent des surfaces importantes en Algérie. La
gestion de ces espaces peut étre envisagée pour 1’élevage de cheptels, les caprins étant les mieux
indiqués. Les ovins pourraient aussi étre concernés mais avec une démarche préalable d’élimination
ou a défaut d’atténuation des effets des tanins : procédes physiques ou chimiques (Makkar et Singh,
1992), traitement a 'urée (Makkar et Singh, 1993), ajout de produits complexants pour les
neutraliser (Barry et Manley, 1984). L’utilisation du feuillage d’Acacia, surtout, doit se faire d’une
manicre graduelle pour permettre 1’adaptation du microbiote ruminal et éviter les cas d’intoxication
engendrés par leurs effets antinutritionnels.

Les essais de digestibilité in vitro et in sacco confirment raisonnablement les appréhensions
sur la qualité fourragére de la plupart des échantillons utilisés. Leurs taux élevés en lignine ne les
préfigurent pas, a priori, a un statut de fourrage de qualité, malgré leur richesse en matiéres azotées
et en NDF. La répétabilité de nos mesures de digestibilité est comparable a celle obtenue par
d’autres auteurs avec des dispositifs expérimentaux plus complexes, plus onéreux et plus lourds a
mettre en oeuvre. Nos résultats indiquent qu’une alternative applicable peut étre envisagée afin de
permettre la valorisation nutritionnelle de plantes riches en Tannins condensés ou méme en d’autres
métabolites secondaires juges indésirables. Pour ce qui concerne les Acacia, cela consisterait a
donner a I’animal leur feuillage aprés un séchage a I’ombre qui neutraliserait 1’effet de leurs tannins.
Les molécules de tannins sont dégradées, apres un long séjour apres la collecte, a ’air libre. Ceci
est conforté par nos essais réalisés avec PEG. L’effet biologique le plus significatif des tanins
condensés, mis en évidence par notre technique de dosage des gaz, est observé seulement chez A.
nilotica et A. cyanophylla. Cette situation confirme 1’existence de différences de structure entre ces
anthocyanidines, ce qui expliquerait leurs effets relativement variables d’une espéce a I’autre.

L’activité méthanogeéne du microbiote ruminal, mesurée a travers les effets spécifiques des
tanins par 'utilisation du PEG, montre que les tanins influencent a différents degrés la production
de méthane. Par ailleurs, les résultats obtenus montrent bien que 1’addition du PEG n’a presque
aucun effet significatif sur la production de gaz total pour A. horrida, malgré son contenu élevé en
tanins.

Les différences entre les races et les génotypes ovins sont bien connues. Cependant, les
différences entre les races dans la digestibilité et la dégradabilité ruminales des aliments ne sont
étudiées que depuis peu, avec des résultats controverses. 1l est des lors important que de tels travaux
soient realises sur des génotypes locaux afin de mieux contextualiser et donc de mieux valoriser nos
résultats. Une telle démarche permettrait également de définir les mesures adéquates sur la
promotion éventuelle de ces essences forestiéres dans les programmes de reboisement des zones

steppiques, notamment pour endiguer la désertification résultant de 1’utilisation intensive des
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parcours et de I’avancée du désert. Cet aspect est d’autant plus opportun qu’un second « barrage

vert » est désormais au programme du pays.
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ANNEXE

PROTOCOL 1

Methode de purification du quebracho pour le dosage des tanins condensés

Premier Jour :

- Dans un tube a essai, 1 g de tanins de quebracho est dissout dans 10 ml d'éthanol & 80%
(VIv).

-Le tube est agité avec une tige afin d'obtenir une solution homogene puis il est laissé dans un
réfrigérateur pour son utilisation le jour suivant.

- Un gel Séphadex LH-20 est préparé. 25 g de Séphadex sont introduits dans une fiole jaugée
de 250 ml munie d’un bouchon avec 100 ml d’une solution éthanol a 80% pendant 15 minutes
afin que I’absorption puisse se faire.

-La fiole est agitée Iégerement puis elle est laissée au repos pendant 5 minutes. Le surnageant
est jeté et ce processus est répéteé trois fois.

- La fiole jaugée est fermée et gardée dans un réfrigérateur. Avant d'étre réutilisé, plusieurs
lavages avec une solution d’éthanol a 80% sont nécessaires comme il a été précédemment
décrit, afin d'éliminer des particules et des substances résiduelles adsorbées.

Deuxieme Jour :

- A l'aide d'une pompe a vide, la solution est filtré dans un entonnoir de céramique avec un
filtre Wattman N°2.

- 100 ml de la solution de Sephadex LH-20 (préparée la veille) sont ajoutés au filtrat.

- La solution est agitée pendant 3 minutes et filtrée au moyen d'un entonnoir pourvu de plaque
filtrante.

- Le gel est lavé lentement avec de I'éthanol a 95% jusqu'a ce que lI'absorbance a 280 nm de la
solution commence a s'approcher a zéro (I'éthanol utilisé dans les lavages doit étre jeté). A la
fin, la solution doit étre incolore et celle du LH-20 doit étre de couleur marron.

- Le gel est lavé avec une solution d’acétone a 50% (acétone : eau, 1:1, v/v).

- Le gel est lavé plusieurs fois jusqu'a ce qu’il soit blanc et les solutions de lavage sont
presque incolores.

- Le gel est gardé dans un réfrigérateur.

Troisieme Jour :
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- Afin de réduire le volume de I'échantillon aqueux, lI'acétone est complétement éliminé a
I’aide d’un rotavapor, a une température de 30 °C.

- L’échantillon est soumis a une extraction avec un volume égal d'acétate d'éthyle.

- La phase organique supérieure est écartée et cette opération est répétée trois fois.

- Les restes de I'acétate d'éthyle sont éliminés a lI'aide d'un rotavapor a moins de 30 °C.

- La solution restante est gardée dans un congeélateur ou, le cas échéant, dans un dessiccateur.

PROTOCOL 2
Analyse des phénols totaux (Méthode de Folin-Ciocalteau)

Ces tests sont basés sur le principe de I'oxydoréduction et l'utilisation du réactif Folin-
Ciocalteu ou Folin-Denis réactifs. Une autre méthode utilisant le réactif chlorure ferrique est
basée sur la propriété de métal complexant des composés phénoliques. La méthode de Folin-
Ciocalteu selon le procédé de Julkunen-Tiitto (1985) est largement utilisée pour les phénols
totaux en raison de sa haute sensibilité et de sa reproductibilité, cependant, la présence
d'agents réducteurs interfére dans le dosage des molécules phénoliques.

Cette méthode suppose que les composés phénoliques qui se lient a des protéines sont les
mémes que ceux qui se lient au vinyle polypyrrolidone (PVPP). Les phénols totaux sont
mesurés dans un extrait de plante par la méthode de Folin-Ciocalteu avant et apres traitement
avec PVPP. Cependant, la présence d'agents réducteurs interfere dans le dosage.

% Réactifs
- Folin-Ciocalteau réactif 2N (Sigma).
- Carbonate sodique Na2C03.10H20 (Biochem).
- Standard: Acide tannique.

% Préparation des Solutions
- Solutions FN (1) (réactif Folin 1N): le réactif Folin-Ciocalteau commercial (2N) est dilué a
la moitié en ajoutant le méme volume d'eau distillée (100 g réactif commercial + 100 ml eau).
La solution est conservée dans une bouteille de verre foncé dans le réfrigérateur a 4°C. Quand
il est frais, il présente une couleur dorée. Dans le cas ou sa couleur vire au vert, il ne faut pas
’utiliser.

1- Etalonnage

- Préparation de la solution mere
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- Solutions (2) a 20% de carbonate sodique: 40g de Na2C03.10H20 sont pesés et dissouts

dans approximativement 150 ml d'eau distillée dans une fiole jaugée de 200 ml puis la

solution est complétée au trait de jauge avec l'eau distillée.

Une solution meére initiale d'acide tannique est préparée en dissolvant 25 mg d'acide tannique

dans 25 ml d'eau distillée. Une solution fille (solution T) est préparée en diluant 1 ml de la

solution mére avec 9 ml d'eau.

Tableau : Préparation de la gamme standard

Tube uL de solution T pL eau pL Réactif folin | ml Solution carbonate
Blanc 0 500 250 1,25

T1 20 480 250 1,25

T2 40 460 250 1,25

T3 60 440 250 1,25

T4 80 420 250 1,25

T5 100 400 250 1,25

T6 150 350 250 1,25

T7 200 300 250 1,25

T8 250 250 250 1,25

- Préparation de la gamme standard

A partir de la solution fille T, une gamme étalon est préparée selon le tableau ci-dessus.

2-Essai

- 50 uL d'EXT (extrait original) sont extraits dans des tubes a essais puis 0,45 ml

d'eau distillee sont ajoutés. Il faut noter que trois répétitions sont realisees pour chaque

substrat.

- 250 pL du réactif Folin sont introduits a tous les tubes. Apres 3 min, 1,25 ml de la

solution de carbonate sodique sont ajoutes. Les tubes sont ensuite agités énergiquement dans

un vortex.
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- Les tubes sont laissés a I'abri de la lumiére et a température ambiante.
-Aprés 40 min, la densité optique est lue a 725 nm.
Remarque: la lecture doit étre effectuée entre 40 et 60 min.

PROTOCOL 3
Analyse des tanins totaux (Méthode de Makkar 2003a)

Les tanins sont distingués des non tanins par une matrice solide (PVPP). Une partie de
I'extrait de plante est traitée avec le vinyle polypyrrolidone (PVPP) qui possede une haute
affinité pour les tanins et sa suppression a l'aide de la centrifugation, aprés le traitement
(PVPP), les tanins sont éliminés de l'extrait. La différence entre la valeur totale du phénol
avant et apres le traitement (PVPP) est une mesure des tanins totaux.

Tanins Totaux = Phénols totaux - Phénols qu'ils ne précipitent pas avec PVPP.
% Reéactifs

- Polyvinyle Pyrrolidone insoluble (Sigma).

- HCI (Biochem).

% Préparation des solutions

- Préparation de la solution acide: 120 ml d’eau distillée sont ajoutés a 0,3 ml du réactif HCIl
concentré .L'idéal est que le pH soit voisin de 3.

- Préparation de la solution PVPP: 13,2 g de PVPP sont pesés et 120 ml de la solution acide
sont ajoutés dans un bécher de 200ml. Cette solution doit étre fraiche et doit étre préparée
juste avant son utilisation. Le PVPP est insoluble, c'est pourquoi, il ne se forme pas une
veéritable solution, elle est plutdt une suspension. Avec un agitateur, la suspension est bien
mélangée pendant au moins 15 min avant d’€tre utilisée. La suspension est maintenue en

agitation continue pendant toutes les opérations.

% Précipitation de tanins.
- Deux tubes d'essais sont identifiés et libellées pour chaque échantillon.
- En maintenant en agitation continue et pour chaque tube, 1 ml la solution (PVPP) est pipetée
avec 1 ml de I'extrait (EXT).
- Les tubes sont couverts au papier d'aluminium et ils sont agités énergiquement. lls sont

ensuite laissés dans un réfrigérateur a 4°C pendant 15 min.
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- Les tubes sont centrifugés a 3000 g pendant 10 min a 4°C.

- Le surnageant est repris dans des tubes ependorff correctement libellés (noté : EXT2).

- Apres précipitation et a partir du surnageant, 100 u L de la solution (EXT2) sont pipetés et
0,4 ml d’eau distillée sont ajoutés dans des tubes ependorff préalablement libellés.

-250 p L du réactif FN sont ajoutes a tous les tubes. Aprés 3 min, 1,25 ml de la solution de
carbonate sodique sont introduits.

-Les tubes sont agités énergiquement a I'aide d'un vortex.

-Les tubes sont conserves a labri de la lumiere a température ambiante pendant 40 min.

- L’absorbance est mesurée a 725 nm.

Il est a noter que c’est la méme droite d’étalonnage utilisée pour 1’analyse des Polyphénols

(Protocol 2) pour la détermination de la concentration.

PROTOCOL 4

Analyse des tanins condenseés libre

% Réactifs
-n- butanol (Biochem).
-Acide chlorhydrique concentré (37-38%) HCI (Biochem).
-Sulfate ferrique ammoniaque FeNH4 (SO4) 2.12H20 (Sigma).
-Standard: quebracho purifie.

% Préparation de Solutions
-Solutions Butanol-HCI (95:5 v/v) : 950 ml du n -butanol sont mélangés avec 50 ml de HCI
concentré (37-38%).
-Réactif Fer (2% de sulfate ferrigue Ammoniagque en HCI 2N) : une solution HCI (2N) est
d’abord préparée avec 16,6 ml de HCI concentré dans une fiole jaugée de 100 ml, puis elle est

ajustée au trait de jauge. La solution est maintenue dans un flacon de verre foncé.

1- Etalonnage:
Préparation de la gamme standard (Hagerman 1991)
% Réactif: Le solvant utilisé est une solution d'acétone a 70% (v/v).
% Préparation de la solution mere: 25 mg du quebracho purifié sont pesés dans une fiole
jaugée de 25 ml (on note le poids précis) et complétés au trait de jauge avec le solvant.
Afin de préparer la gamme étalon, des dilutions sont reprises a partir de cette solution

meére selon le tableau ci-dessous.
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2-Essai

e Dans des tubes libellés et pourvus de bouchon, 250 u 1 sont pipetés de I'extrait

EXT et

250 p 1 du solvant acétone, 70% sont ajoutés. Trois répeétitions pour chaque tube sont

réalisées.

e 3 ml du réactifs butanol-HCI et 0,1 ml de la solution Fer réactive sont ajoutés pour

chaque tube. Les tubes sont ensuite fermés a l'aide des bouchons et ils sont agités

vigoureusement.

e Les tubes sont réchauffés dans un bain d'eau en ébullition a 100°C pendant 60 min

puis ils sont refroidis a I’abri de la lumiére.

e Les absorbances de ces solutions sont déterminées a 550 nm.

Tableau : Préparation de la gamme standard Hagerman (1991)

Tube pL de la solution fille | uL de solvant | Qté de tanin (ng)
Blanc 0 500 0
T1 50 450 50
T2 100 400 100
T3 125 375 125
T4 150 350 150
T5 200 300 200
T6 250 250 250




Abstract

Abstract

This thesis is focused on the study of the effect of condensed tannin-rich fodder,
Acacias collected from several regions of Algeria, on sheep ruminal microbiota.

Foliage chemical composition of nine plants, including five Acacias ( A.nilotica ,
A.horrida , A.albida , A.julibrissin , A.cyanophylla , A.halimus , Vicia faba , A. herba alba
and P.granatum ) are performed according to standard methods. The results of these analysis
showed significant differences ( p < 0,05 ) between these species . Shrub legumes have the
advantage of being rich in PB with values ranging from 156,6 to 252,0 (g / kg DM) , and the
disadvantage for some , to be rich in ADL ( anti-nutritional factor ) with values recorded in
A.nilotica , A.albida and A.cyanophylla; 126 , 139.7 and 147,5 ( g / kg DM) , respectively.

Acacias have the highest rate in polyphenols, mainly tannins condensed. Our results
are similar to those reported by several authors. The study of the biological activity of these
tannins , using PEG coupled to the gas production technique , shows that only condensed
tannins of A.cyanophylla and A.nilotica are significantly active ( p < 0,05) . This confirms

the results of other studies showing the antagonistic effects of TC.

The digestibility was performed using two methods, in vivo (in Sacco) and in vitro
(according to Tilley and Terry), is tested by providing acceptable levels for these plants. A.
Albida, despite its low TC, and ADL shows relatively low levels of digestibility.

The effect of these substrates on the ruminal microbiota of two different breeds, Merino
Shurra and gives significantly different results (p < 0,05) with A.cyanophylla and A.nilotica,
only.

The side impact des Acacias studied compounds in reducing methane production is
tangible. The analysis of the amount of methane produced in the presence and absence of
PEG, showed significant differences (p < 0.05) for all used Acacias. Condensed Tannins
contained in these Fabaceae have a negative effect on ruminal methanogenesis. Which
recommend the use of Acacias to reduce nitrogen losses and in turn curb the harmful effects

on the environment of CH4 belching.

Key words: Acacia, Ovin, Gas production, Condensed Tanin, PEG, Methane.
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Résumé

Cette these est focalisée sur I’étude de I’effet de fourrages riches en tanin condensés, des
Acacias collectés de plusieurs régions d’Algérie, sur le microbiote ruminal des ovins.

La composition chimique des feuilles de neuf plantes, dont cinqg Acacias (A.nilotica,
A.horrida, A.albida, A.julibrissin, A.cyanophylla, A.halimus, Vicia faba, A. herba alba et
P.granatum), sont effectuées selon les procédés standards. Les resultats de ces analyses montrent
des différences significatives (p<0,05) entre ces espéces. Les légumineuses arbustives présentent
I’avantage d’étre riches en PB avec des valeurs variant de 156,6 a 252,0 (g/lkg MS), et
I’inconvévient, pour certaines, d’étre riches en ADL (facteur antinutritionnel) avec des valeurs
enregistrées chez A.nilotica, A.albida et A.cyanophylla de 126, 139,7 et 1475 (g/kg MS),
respectivement.

Les Acacias présentent les taux les plus élevés en Polyphénols, essentiellement en tanins
condensé. Nos résultats sont comparables a ceux publiés par plusieurs auteurs. L’étude de I’activité
biologique de ces tannins, en utilisant le PEG couplé a la technique de production de gaz, montre
que seuls les tannins condensés de A.cyanophylla et A.nilotica sont significativement actifs
(p<0,05). Ceci conforte les résultats d’autres études montrant les effets antagonistes des TC.

La digestibilité, selon deux approches, in vivo (in sacco) et in vitro (selon Tilley et Terry),
est testée en donnant des taux relativement acceptables pour ces ligneux. A. Albida, malgré sa faible
teneur en TC, et en ADL montre des taux de digestibilité relativement faibles.

L’effet de ces substrats sur le microbiote ruminale de deux races différentes, Shurra et
Merinos, donne des résultats significativement différents (p<0,05) pour A.cyanophylla et A.nilotica,
seulement.

L’impact des composés secondaires des Acacias étudiés sur la réduction de la production de
méthane est tangible. L’analyse de la quantité de méthane produite, en présence et en absence de
PEG, montre des différences significatives (p<0,05) pour toutes les Acacias utilisés. Les Tanins
Condensés de ces fabacées ont un effet négatif sur la méthanogenese ruminale. Ce qui
recommanderait ’utilisation des Acacias pour réduire les pertes en azote et par ricochet juguler les
effets néfastes des éructations de CH4 sur I’environnement.

Mots clés : Acacia, Ovin, Production de gaz, Tannin Condensé, PEG, Méthane.
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