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Résumé :

Cette these avait pour objectifs principaux 1’étude de plantes des zones arides et semi arides, (
Marrubium vulgare ) et( Urtica urens ) a travers plusieurs aspects .

L’analyse qualitative et quantitative, a permis de constater la richesse des extraits aqueux et
méthanoliques en principes actifs, en particulier Polyphénols et flavonoides dans les extraits de
Marrubium vulgare et Urtica urens et ’absence des saponines et des stéroides.

Les principaux éléments d'analyse de ce travail sont (composition chimique, digestibilité in vitro ,
production de gaz) La mesure de I’impact des tanins sur I’activité métabolique du microbiote ruminal
est mesurée par la différence constatée par des essais, comparatifs de cultures avec et sans polyéthyléne
glycol (PEG). Dans notre étude, I’effet du PEG est plus prononcé sur la production potentielle de gaz (a
+ b). L’influence du PEG sur le profil fermentaire des deux substrats révéle que le PEG induit une
augmentation significative (P < 0,05) dans la production du dioxyde de carbone (CO2) pour Urtica
urens. Le volume le plus élevé est enregistré pour cette plante est 20,84 ml. Par contre pour la
production de méthane (CH4), un décroissement significatif (P < 0,05) est observé pour les deux
substrats. Les taux de réduction observés sont de 60,61% et de 16,5% respectivement pour Urtica urens
et Marrubium vulgare. Ces résultats montrent que les tanins exercent un effet sur la production de
méthane. Pour Marrubium vulgare, I’addition du polyéthyléne glycol engendre une faible amélioration
dans la production de gaz. Par contre, 1’ajout de PEG augmente la production de gaz a partir de Urtica
urens. La différence entre les deux substrats peut étre attribuée soit a la capacité limité du PEG a inhiber
completement les effets des tanins, qui dépend principalement de la stéréochimie et de la structure des
tanins ou aussi a d’autres facteurs qui seraient plus importants dans la limitation de la fermentation in
vitro que les tanins.



Abstract
This thesis main objectives were to study plants in arid and semi

arid ( Marrubium vulgare ) and ( Urtica urens ) through several aspects .The qualitative and quantitative
analysis revealed the wealth of aqueous and methanolic extracts of active ingredients , especially
polyphenols and flavonoids in extracts of Marrubium vulgare and Urtica urens and lack saponins and

steroids.

The primary analysis of this work elements (chemical composition , digestibility in vitro gas production)
Measuring the impact of tannins on the metabolic activity of ruminal microbiota is

measured by the difference found by testing, comparative cultures with and without

polyethylene glycol ( PEG). In our study, the PEG effect is more pronounced on the potential gas

production (a + b).

The influence of the PEG on the fermentation profiles of the two substrates revealed that PEG induced a
significant increase (P < 0.05) in the production of carbon dioxide ( CO2) for Urtica urens . The highest
volume was recorded for this plant is 20.84 ml . By cons for producing methane (CH4), a significant
diminution (P <0.05 ) was observed for both substrates. The reduction rates observed are 60.61% and
16.5 % respectively for Urtica urens and Marrubium vulgare . These results show that tannins have an
effect on the production of methane .

For Marrubium vulgare , the addition of polyethylene glycol causes a slight improvement in gas
production . Against by the addition of PEG increases the production of gas from Urtica urens . The
difference between the two substrates can be attributed either to the limited ability of PEG to completely
inhibit the effect of tannins, which mainly depends on the stereochemistry and structure of tannins or

also to other factors which would be greater in the limitation of the in vitro fermentation as tannins.
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Introduction



Les plantes produisent un grand nombre de composés pour lesquels on ne sait pas toujours le
role gu'ils jouent exactement pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. On les appelle donc des métabolites

secondaires.

On a découvert récemment que bon nombre dentre eux exercent une action déterminante sur
I’adaptation des plantes a leur environnement, ils participent aussi a la tolérance des végétaux a des

stress variés (attaque de pathogénes, prédation,...) (JOUANY, 1994).

Les régions arides et semi-arides, caractérisées par des hautes températures et des faibles précipitations,
se distinguent par leur couvert végetal de faible valeur nutritive due, principalement, a I’accumulation
des métabolites secondaires. L’élevage de ruminants dans ces régions sera dépendant de la nature de
cette végétation vue qu’elle constitue les ressources d’alimentation de base dans le systeme extensif

appliqué. (JARRIGE et al., 1995)

La valeur alimentaire de ces plantes est étroitement liée a la biodisponibilité de ces nutriments pour
I'animal via l'activité métabolique du microbiote ruminal. De méme, la dégradation du tissu végétal est
tributaire de l'accessibilité de ses polyméres a la colonisation par les micro-organismes du rumen
(JARRIGE et al., 1995) et influencée par la nature moléculaire des différents constituants nutritifs de
cette alimentation tels que les éléments minéraux, les complexes organiques (les protéines,...), et les
métabolites secondaires. Parmi ces derniers, les tannins, qui conférent aux végétaux une protection
contre les prédateurs (herbivores et insectes), reduisent a la fois la biodisponibilité des protéines des
plantes et 1’activité des enzymes digestives (MAKKAR, 2005). Dans ce concept, cette étude a pour
principal objectif 1’évaluation du contenu tannoide de deux plantes : Urtica urens et Marribium vulgare,
censées riches en tanins, par usage a la fois de procédés chimiques et biologiques. Pour cela, le travail a
accomplir serait dans un premier temps une analyse phytochimique (screening chimique) et dosage
spectrophotométrique des phénols totaux, tanins totaux et condensés. Dans un second temps, il consiste
d’évaluer leur activité biologique vis a vis du microbiote ruminal .L’étude est menée in vitro par la
technique des gaz fermentaires en présence et en absence d’un agent chélateur des tanins qui est le

polyéthyléne glycol ou en boites de Pétri vis-a-vis du sérum albumine bovine (BSA).
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bibliographique



I Anatomie et fonctions digestives des pré-estomacs des polygastriques

I .1. Anatomie

Les ruminants polygastriques (bovins, ovins et caprins) ont la particularité de posséder un
systeme digestif antérieur a 1’estomac vrai (appelé caillette ou abomasum) trés développé. Ce systeme
digestif est tres complexe et composé de plusieurs compartiments, appelés pré-estomacs qui sont le

réticulum (réseau), le rumen (panse) et le feuillet (omasum) (fig. 1).

Gros Intestin
Petit Intestin

Reticulum
(Réseau)

Abomasum
(Caillette)

Omasum !
(Feuillt)

Figure 1 : Représentation schématique du tractus digestif d’une vache (d’aprés Babcock, 2011).

Parmi ces compartiments, le rumen est le plus volumineux : son volume varie entre 120 et 200 litres
chez un bovin adulte, celui du réseau entre 7 et 12 litres, celui de ’omasum entre 9 et 16 litres et celui

de I’abomasum entre 12 et 20 litres (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007).

Le rumen est divisé en 2 parties : le sac ventral contenant une partie solide avec de grosses particules
alimentaires (des fibres par exemple) surmontée par une phase liquide contenant de petites particules
alimentaires et le sac dorsal rempli par les gaz issus des fermentations microbiennes. L’ensemble
réseau-rumen est le siége d’un véritable écosystéme ou une grande part des aliments ingérés par

[’animal est valorisée.

Les aliments qui sont ingérés, apres une mastication rapide dans la bouche, rejoignent directement le
rumen. Le bol alimentaire subit alors des dégradations mécaniques (mastication au cours de la

rumination) et enzymatiques (via les microorganismes du rumen), avant d’arriver dans I’omasum. Cette



dégradation permet de fournir I’énergie et les métabolites nécessaires aux ruminants (pour leur entretien,

la croissance, la production laiti¢re...) mais aussi aux microorganismes du systéme digestif.

L’¢énergie et les métabolites comme les acides gras volatils (AGV) produits par la dégradation
microbienne de la ration ingérée par le ruminant sont soit réutilisés par les bactéries pour leur croissance
ou alors, par diffusion, traversent la paroi ruminale. Les papilles qui composent la muqueuse du rumen
sont hautes et nombreuses, surtout au niveau de la phase liquide (fig. 2A). Au niveau du réticulum,
1I’épithélium est garni d’arrétes en forme d’hexagones (fig. 2B). Les papilles du rumen et les arrétes du

réticulum permettent d’augmenter la surface d’échange entre 1’intérieur du rumen et 1’hote

| - -
5 ""I"
¥

Epithélium réliculaire

Figure 2 : Epithélium du réticulo-rumen (d’apreés Michelland, 2009)

L’appareil digestif du ruminant peut étre considéré comme stérile a la naissance. La colonisation du tube
digestif, en particulier du rumen, va se réaliser progressivement avec I’installation successive de
différentes populations de microorganismes dans un ordre bien défini (Fonty et al., 1987; Krause et
al., 1999). En se développant, 1’écosystéeme se complexifie jusqu’a atteindre un état d’équilibre
dynamique. Il s’agit d’un état pour lequel I’écosysteme est capable de s’autoréguler pour maintenir ses

fonctions par ajustements incessants des populations microbiennes (Lévéque, 2001).



1.2. Paramétres physico-chimiques de I’environnement ruminal (pH et Eh)

L’environnement ruminal est déterminé par un ensemble de paramétres physico-chimiques
comme le pH et le potentiel redox (Eh). Le pH ruminal chez le ruminant adulte varie entre 5,5 et la
neutralité en fonction des régimes de 1’animal. En effet chez le ruminant recevant un régime alimentaire
riche en concentrés, le pH ruminal diminue fortement durant les heures (entre 3 et 5h) qui suivent les
repas principaux puis augmente jusqu’au repas suivant de par la présence de bicarbonate salivaire
(Marden et al., 2005 ; Brugere, 1983). La dégradation des aliments ingérés engendre une formation
plus ou moins importante de produits de fermentation (dont les AGV et I’acide lactique...) selon la
composition de la ration. Les produits de fermentation vont influencer directement le pH ruminal. En
effet, une ration riche en amidon va engendrer un pH ruminal plus faible qu’une ration riche en fibres
(Julien et al., 2010a).

Le microbiote ruminal est sensible aux variations de pH, en particulier les bactéries cellulolytiques
comme Ruminococcus flavefaciens qui produit des cellulases a un pH optimum compris entre 6,4 et 6,6
(Pettipher et Latham, 1979) et Fibrobacter succinogenes qui produit des endoglucanases a un pH
optimal de 7. Les bactéries amylolytiques comme Streptococcus bovis ont une croissance optimale pour
un pH compris entre 5 et 5,5 mais pour des pH inférieurs, elles disparaissent (Dawson et Allison, 1988)
; ou comme Ruminococcus amylophilus, produisent des amylases dont I’optimum d’activité est autour
d’un pH de 6,3. Les lactobacilles se développent fortement a des pH faibles méme inférieurs a 5
(Roque, 1991). Les bactéries utilisatrices de lactate ont une activité optimale pour de pH compris entre
6 et 6,5 sauf Megasphaera elsdenii qui résiste a des pH inférieurs a 5,5 mais est inhibée pour des pH
inférieurs a 4,8 (Roque, 1991). Les bactéries qui dégradent 1’urée ont une activité optimale pour des pH
compris entre 7 et 8,5 (Wallace et Cotta, 1988). Les bactéries qui possédent une activité lipolytique ont

une activité optimale pour des pH supérieurs a 6,3.

(Stewart et Bryant, 1988). Les protozoaires ciliées sont sensibles aux pH acides, ainsi que les archées
méthanogenes (Dawson et Alisson, 1988 ; Tiret, 2001). La composition et les modifications du milieu

ruminal (substrats, pH...) influencent donc fortement le microbiote ruminal.

L’environnement ruminal est fortement anaérobie ce qui se traduit par un milieu réducteur et un
potentiel redox (En) tres négatif. Il varie en moyenne entre —220 et —110 mV chez des vaches taries
(Julien et al., 2010b ; Monteils et al., 2011), entre -88 et -134 mV chez des vaches laitieres (Marden
et al., 2008). Les modifications de En observées sont sans doute liées a 1’arrivée d’oxygeéne dans le
rumen (Andrade et al, 2002) soit au moment de 1’ingestion soit par diffusion depuis le sang vers le

contenu ruminal.

1.3. Microbiote ruminal



Le rumen de la vache abrite 10" & 10" bactéries, 10" & 10° Archaea, 10° & 10° protozoaires
(ciliés et flagellés), 10°-10° zoospores de champignons et 10° & 10 particules virales par millilitre
(Klieve et Swain, 1993). Les bactéries constituent la fraction majoritaire de la microflore digestive (50
% de la biomasse microbienne) (Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007).
Toutefois, cette densité bactérienne varie en fonction des individus au sein d’une méme espéce hote

mais aussi en fonction de la technique d’estimation utilisée.

1.3.1. Bactéries ruminales

La classification actuelle décompose le domaine des bactéries en un premier rang taxonomique
appelé phylum. Dans les fermenteurs digestifs, 3 phyla majoritaires sont présents : les Firmicutes, les
Bacteroidetes et les Proteobacteria contre 20 phyla dans les sols (Dunbar et al., 2002). La faible
diversité retrouvée dans les écosystémes digestifs pourrait s’expliquer par les fortes contraintes du
milieu (pH, potentiel redox, anaérobiose) et la spécialisation fonctionnelle de ces écosystemes.
L’analyse de banques de séquences d’ADNr 16S issues de contenus de rumen montre que les Firmicutes
sont généralement majoritaires (50 a 80% de la communauté) suivis des Bacteroidetes (10 a 40% de la
communauté). Les Proteobacteria sont également présentes (3 a 5 % de la communauté) mais elles ne
sont jamais dominantes chez les individus sains (Seksik et al., 2003). Dans le rumen de la vache, il
existe une différence dans la répartition de ces phyla en fonction du compartiment : on observe 49%
(dans la phase liquide) a 69% (dans la phase solide) de Firmicutes, 39% (dans la phase liquide) a 29%
(dans la phase solide) de Bacteroidetes (Tajima et al., 1999).

1.3.1.1. Classification selon leur fonction

A- Bactéries cellulolytique

C'est le groupe des bactéries le plus important (Rachedi, 2005). Les principales bactéries
cellulolytique isolées du rumen sont : Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens (fig. 3a),
Bactéroides succinogénes, Fibrobacter succinogenes. Ces souches ruminales sont capables d'hydrolyser

complétement la cellulose cristalline telle que le coton (Fonty et al., 1995).

B- Bactéries amylolytiques

Les especes représentatives de ce groupe sont : Selenomonas ruminautium (fig. 3b) et
Streptococcus bovis (Jouany, 1994), la plupart des bactéries hydrolysant I'amidon sont incapables
d'utiliser la cellulose (Orskov et Ryle, 1990). S. bovis produit de l'acétate et de I'éthanol, quand sa
croissance est normale (Rachedi, 2005). Bactéroides annylophilus ne fermente que Il'amidon, les

dextrines et le maltose (Yaakoub, 2006).



a- Ruminococcus flavefaciens
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Figure 3 : Bactéries ruminales (Soltner, 1999).

b- Selenomonas ruminautium

1.3.1.2. Classification selon leur état de présence dans le rumen

A- Bactéries libres
Le 1/3 des bactéries se trouvent a I'état libre dans le liquide ruminale (‘YYaakoub, 2006), elles
utilisent les substances libérées dans le milieu ruminal en se développant vers les régions de forte

concentration en substrats préferentiels (Rachedi, 2005).

B- Bactéries adhérentes

Elles adhérent soient aux particules alimentaires (70%) ou a la paroi ruminale.

1.3.1.3. Autres bactéries

A- Bacteries méthanogénes

Ce sont essentiellement Methanobactérium ruminantium et M. mobile. Elles produisent du
méthane ce qui permet d'éliminer les ions H* en excés. D'ou le role d'exutoire aux éléments réducteurs
H+ en milieu anaérobie. En orientant la fermentation vers la production d'acétate, elles potentialisent
I'activité des bactéries cellulosiques et la croissance fongique mais cette production de CH. constitue

une perte d'énergie pour les ruminants (Chevallier, 2001).

B- Bactéries pectinolytiques

Leurs principales espéces sont Lachnospira multipara, Pervotellaruminicola, Butyrivibrio
fibrisolvens, Streptococcus bovis et quelques souche de Spirochetes, mais seulement quelque unes
d'entre elles ont été isolées a partir de milieu selectif contenant de la pectine purifiée comme seul

substrat énergétique (Yaakoub, 2006).



C- Bactéries protéolytiques

Plusieurs espéces telles que Mesgaphaera elsedinil, peuvent croitre a partir des acides aminés en
absence de glucides comme source dénergie (Wallace, 1996). Les bactéries se fixent par leur
glycocalyx aux fragments végétaux. L’attaque se fait par érosion des surfaces endommagées et la
surface bactérienne s’enfonce alors dans la paroi végétale (Rachedi, 2005). En effet, sur les parois
intactes, les différents polyméres glucidiques ne peuvent pas se lier & la surface bactérienne en raison de
leur faible concentration, de leur liaison avec d'autres composants ou de leur configuration stérique

incompatible avec les polymeéres extrémes de la surface bactérienne (Yaakoub, 2006).

1.3.2. Protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotes unicellulaires, mobiles dont on distingue deux
types : les flagellés et les ciliés. Les ciliés représentent environs la moitié de la biomasse microbienne
avec une concentration variant de 10* & 10° cellules/ml. La concentration des flagellés est plus faible

(10° & 10° cellules/ml) et leur rdle est mal connu.

Les ciliés sont 20 a 100 fois plus grands en taille que les bactéries (Kamara, 2005). Plusieurs especes
de protozoaires ciliés sont dotées d’une activité cellulolytique, hémicellulolytique et pectinolytique
(Fonty, 1999). Ils assurent 10% de 1’activité protéolytique et 30 a 40% de la fonction lipolytique (Brock
etal., 1982).

1.3.3. Champignons

Leur concentration est estimée & 10° et 10° zoospores/ml, soit environ 10% de la biomasse
microbienne (.Fonty et al, 1988). Ce sont des zoospores flagellés qui sont soit monoflagellés
(Neocallimastix et Piromyces) soit pluriflagellés (Caecomyces). Les Champignons possedent des
activités hydrolytiques a 1’égard de nombreux polymeéres structuraux (cellulose, hémicelluloses,
pectine). Les champignons semblent, en outre, capable de solubiliser in vitro une petite partie de la
lignine des composés lignocellulosiques mais ils n’utilisent pas ces composés comme source d’énergie

(Akin et Benner, 1988)

I.4. Fonctions digestives

Le microbiote ruminal est complexe et varié. La digestion résulte de I’activité des

microorganismes du rumen.

1.4.1. Métabolisme azoté

Les protéines ingérées par 1’animal sont dégradées par le microbiote ruminal et plus

particulierement par les bactéries et les protozoaires. Les bactéries ruminales ont une forte activité



protéolytique par rapport aux protozoaires car cette activité est présente au niveau de leur paroi
cellulaire a I'inverse des protozoaires dont 1’activité protéolytique est intracellulaire (Nugent et
Mangan, 1981 ; Coleman, 1983). Les champignons anaérobies ont une trés faible activité protéolytique
(Wallace et Joblin, 1985 ; Bonnemoy et al, 1993).

La premiere étape du métabolisme azoté dans le rumen est la protéolyse (fig. 4). Les enzymes
bactériennes agissent directement sur les protéines solubles pour produire des peptides et des acides
aminés, alors que les protozoaires ingérent les résidus protéiques (acides aminés) et les bactéries elles-
mémes (Coleman, 1975 ; Nugent et Mangan, 1981 ; Ushida et al, 1986). Ces acides aminés présents
dans le rumen sont désaminés majoritairement par les protozoaires pour former ’ammoniac (NH3) et
des squelettes carbonés dont des AGV ramifiés en particulier 1’isobutyrate et 1’isovalérate (Mackie et
White, 1990 ; Hino et Russel, 1985 ; Jouany, 1994).

L’activité uréolytique de certaines bactéries participe aussi a la production d’ammoniac, a partir d’urée
alimentaire ou endogene. La deuxiéme étape est une synthése protéique par les microorganismes,
réutilisant en partie les produits de dégradation (peptides, acides aminés et ammoniac). Ces protéines

microbiennes sont ensuite digérées dans I’intestin gréle.

Protéolvse et désamination

A *
RATION RUMEM INTESTINS FECES
Concentrés Azote
Protéines - Protéines bacteérien
Fourrages et alimantaire
+ N non digénés
ofe Nol Acides aminés Profeines —w azgie
protegque Acides aminas facal
?&'ﬁgﬁg,’ﬁ .. metaboligue
SALIVE i Ener i[:"-‘d‘;“;::’:' Protéines i Pm:te"nes IF;\I%I'I_\I,E%ITINALE
Urae Ammonlacﬁm’hamériennes Acides amines o3 SR CANES
: T des glucides DIGESTIFS
T i __PAROI RUMINALE
g VEINE
é PORTE [wers la foig)
B,
5
s Acides amings
E FOIE Ammoniac — Glucose —
Srée mataL
CIRCULATION
SAMGUINE il
GENERALE 777 1o
'-::'-'l:i'?éﬁ‘-f- S Urés : { [ieives artines;
+ Acid ind
U . [ es amines Acides amingés
L Uree Acides aminas
l | pritres
e “=%  protéines du lait
nne MUSCLES
REINS GLANDE MAMMAIRE (et autres tissus)

Figure 4 : Vue générale du métabolisme protéique chez la vache laitiére (Jouany et al, 1995)



1.4.2. Métabolisme glucidique

Le microbiote ruminal posséde un large panel d’activités enzymatiques pour hydrolyser les
constituants glucidiques fibreux (cellulose, hémicelluloses, pectines) et 1’amidon de la ration.
L’hydrolyse produit dans un premier temps des oses simples, qui sont ensuite fermentés pour donner les

composants utilisables par le métabolisme de 1’animal, principalement les AGV (fig.5).
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Figure 5 : Les différentes voies du métabolisme des glucides dans le rumen (Jouany, 1995).

Les enzymes qui hydrolysent les hémicelluloses sont des endoxylanases, des exoxylanases et des béta-

xylosidases qui vont permettre la formation de xylose et autres pentoses (fig. 5). Les enzymes



responsables de I’hydrolyse de la cellulose pour former du glucose sont des cellulases (endoglucanases,
exoglucanases et béta-glucosidases ; Forano et al, 1996). Les pectines sont hydrolysées par des
enzymes extracellulaires comme 1’exopectate lyase. Les amidons rapides sont partiellement dégradés
dans le rumen par les amylases salivaires et extrabactériennes (Jouany et al, 1995). Les amidons lents
sont dégradés au niveau de I’intestin.

Les oses simples produits sont ensuite fermentés en AGV (fig. 5). Pour cela, deux étapes sont utilisees :
- la premiere permet de fermenter les oses simples pour former 1’acide pyruvique par les voies de la
glycolyse (transformation du glucose pour produire du pyruvate et de I’ATP) et les voies des pentoses
phosphates (transformation des xyloses phosphates en pyruvate) ;

- la deuxiéme permet de fermenter le pyruvate pour former des AGV par les voies acétate, butyrate et/ou
propionate (Andersen et al, 1999). L’équilibre entre ces différentes voies dépend des substrats
disponibles et donc des rations alimentaires ingérées par 1’animal hote.

Les AGV produits sont majoritairement absorbés par la muqueuse ruminale, puis utilisés par 1’animal
hote pour ses besoins d’entretien, mais sont aussi utilisés pour la croissance du microbiote du rumen. De
plus ces AGV participent a la prolifération des cellules de I’épithélium ruminal (Sakata et Tamate,
1979).

Ces voies fermentaires produisent également du gaz carbonique (CO; et de 1’hydrogéne (H) qui ne
s’accumulent pas dans le rumen car ces produits sont trés rapidement utilisés par les microorganismes
hydrogénotrophes. Ces microorganismes sont les bactéries sulfato-réductrices, les bactéries acétogénes

et surtout les archées méthanogenes.

1.4.3. Métabolisme des lipides

Les lipides sont en général apportés dans la ration sous forme estérifiée, soit sous forme de
triglycérides dans les aliments concentrés, soit sous forme de glycolipides et de phospholipides dans les
fourrages verts. Des formes spécifiques comme les savons d’acides gras ou des Acides gras libres
(AGL) sont présentes dans certains produits commerciaux. Les glycérides sont hydrolysées grace aux
bactéries lipolytiques. De cette hydrolyse résultent des AG qui vont alors subir des transformations tres
diverses par d’autres microorganismes. Dans le rumen, les principales transformations des AG sont :
I’isomérisation, 1’hydrogénation et I’hydratation (Van de Vossenberd et Joblin, 2003). Environ 80% a
92% des acides linoléiques et linoléniques sont hydrogénés dans le rumen (Doreau et Ferlay, 1994).
Apres €tre sortis du rumen, les AG seront digérés grace aux enzymes pancréatiques dans I’intestin gréle
puis absorbés. Le degré de saturation des AG a des conséquences directes sur la nutrition et la santé des
consommateurs de produits issus de ruminants. En effet, il a ét¢é montré, chez ’homme, que les AGS
(acides laurique, myristique et palmitique) ont un réle procarcinogéne et pro-athérogéne alors que les
insaturés (acides oléique, polyinsaturés oméga 3) ont un rble anti-carcinogéne et anti-athérogene
(Williams, 2000).



1.4.4. Métabolisme ruminal du soufre

Les ingrédients alimentaires contenant du soufre (S), les sulfates en particulier, sont réduits dans
le rumen en sulfites puis en sulfures qui donnent de 1’hydrogene sulfuré. Lorsque ces composés sont
produits en faible quantité, ils sont utilisés en totalité par les microorganismes du rumen pour synthétiser
leurs propres acides aminés soufrés. On estime que les besoins spécifiques des microorganismes du
rumen en S sont couverts pour un rapport « azote/soufre » dans la ration de 1’ordre de10 a 15 (Vérité et
al , 1986).

1.4.5. Méthanogenése ruminale

Les fermentations anaérobies qui se déroulent naturellement dans le rumen produisent du
méthane (CH,), du dioxyde de carbone (CO;), des AGV et de la chaleur (fig. 6).

Figure 6 : Voies métaboliques de production et d’utilisation de I’hydrogéne (C. Martin et al, 2006)

Au cours des fermentations anaérobies dans le rumen, les réactions d’oxydation par les déshydrogénases
bactériennes génerent de I’ATP nécessaire a la croissance des microorganismes et conduisent a la
production d’hydrogéne métabolique. Or I’accumulation d’hydrogeéne dans le milieu fermentaire inhibe
I’action des déshydrogénases et conduit méme a un arrét des fermentations lorsque sa pression partielle
devient supérieure a 1 kPa (Miller, 1995).

L’élimination nécessaire de I’hydrogéne est assurée principalement par les archaea méthanogénes qui
produisent du méthane selon la réaction suivante :
CO, + 44— CH;+2H,0



Des voies secondaires d’utilisation de 1’hydrogéne existent dans le rumen (synthése de propionate ;
réduction des nitrates ou des sulfates; saturation d’acides gras insaturés...) mais elles sont moins
efficaces.
D’autres microorganismes comme les bactéries acétogenes (produisant de 1’acétate) peuvent également
fixer I’hydrogéne digestif selon la réaction suivante, mais elles sont peu actives au niveau du rumen et
sont davantage impliquées dans le métabolisme du gros intestin.

2CO; + 4H—> CH3-COOH (acetate) + 2H,0

1. Les composés phenoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes (Bahorun, 1997), allant de
molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides phénoliques a des composés
hautement polymérises comme les tannins. lls font partie intégrante de I’alimentation humaine et

animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

I1.1. Classification des composés phénoliques
Il existe plusieurs classifications des composés phénoliques. Selon Dacosta (2003), les composés

phénoliques sont répartis généralement en plusieurs classes :

I1.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont largement répandus chez les plantes. Ils dérivent principalement de 1’acide
benzoique ou de ’acide cinnamique. Les acides phénoliques comportent un radical COOH. lls se
trouvent souvent sous la forme de glycosides ou d’esters.

Les dérivés de D’acide benzoique sont : |’acide hydroxybenzoique, 1’acide vanillique, I’acide
syringique, I’acide dihydroxybenzoique, 1’acide gallique et ’acide ellagique obtenu par oxydation de ’acide
gallique. Les dérivés de I’acide cinnamique sont : I’acide coumarique, I’acide férulique, ’acide sinapique et

I’acide caféique.

11.1.2. Les flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont des
métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime que 2% environ du carbone organique
photosynthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier,
2007).
Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phenyl chromone portant des fonctions phénols
libres, éthers ou glycosides. Le noyau flavone est lui méme un dérivé du noyau flavane de base (Milane,



2004). Structuralement, les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15 atomes de
carbone assemblés en trois cycles nommes A, C et B. Selon la structure du cycle intermédiaire (cycle

C), les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules (fig. 7) :
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Figure 7 : Squelette de base des sous classes de flavonoides (Fiorucci, 2006)

11.1.3. Les tanins

11.1.3.1. Définition

Les tanins sont des polyphénols qu’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces
d’arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé. Les tanins sont des composés
phénoliques solubles dans 1’eau et les solvants polaires (Hagerman, 2002).
Les tanins ont la propriété de tanner la peau. C’est a dire de la rendre imputrescible ; cette propriété est
liée a leur aptitude a se combiner a des macromolécules (protéines, polysaccharides...) (Ghestem et al.,
2001). lls présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Bate-Smith et Swain, 1962 ; Bruneton, 1999). On
distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents par leur

structure : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).



11.1.3.2. Classifications

A- Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters du glucose (ou de molécules apparentées) et d’acides phénols qui sont : 1’acide
gallique, on parle alors de tanins galliques ou de I’acide ellagique, qui est un dimére de 1’acide gallique,
on parle alors de tanins ellagiques. Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiée par plusieurs

molécules d’acide gallique ou plusieurs molécules d’acide ellagique (Ghestem et al., 2001) (fig. 9).
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Figure8: Structure de tanins hydrolysables (Hartzfeld et al., 2002)

B- Tanins condensés

Des termes variés ont été utilisés dans la littérature pour décrire les tanins condensés, notamment
: proanthocyanidines, tanins condensés, flavanes, polyflavanes, catéchines, substances polyphénoliques
macromoléculaires, leucoanthocyanidines, proanthocyanidines condensés, proanthocyanidines
polymériques, proanthocyanidines oligomeriques, procyanidines, et oligomeéres procyanidoligues,
(Chung et al., 1998 ; Khanbabaee et Vanree, 2001 ; Aron, 2007). Les termes ‘proanthocyanidines’ et
‘ tanins condensés’ sont les plus utilisés (fig. 11).
Le contenu des aliments en proanthocyanidines peut étre affecté par plusieurs facteurs tels que le
stockage et la cuisson. Puisque la teneur en proanthocyanidines est plus élevée généralement dans le

fruit frais que le fruit séché ou cuit (Aron, 2007).



Les polymeres de tanins condensés se forment sous 1’action d’acides ou d’enzymes, ils sont formés
généralement de 2 a plus de 50 sous unités monomériques (Vermerris et Nicholson, 2006). Les tanins
condenses ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide, a chaud, par rupture de la liaison
intermonomeérique (Porter et al., 1986)

Selon Aron (2007), les différentes classes de proanthocyanidines sont : Proapigeninidines,
Profisetinidines, protricetinidines, propelargonidines, procyanidines, prorobinetinidines,
prodelphinidines, proteracacinidines, promelacacinidines, Proluteolinidines, proguibourtinidines. Les
proanthocyanidines se distinguent par leur nombre d'unités monomériques et le type de liaison les
reliant entre elles. Ainsi, une trentaine de proanthocyanidines dimériques, trimériques et tétramériques

ont dé (Ricardo-Da-Silva et al, 1991) ont été identifiées.
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Figure 9 : Structures chimiques des unités monomériques constitutives des tanins condensés (Perret,
2001)
11 1.3.3. Biosynthese des tanins

Parmi toutes les substances secondaires synthétisees par les plantes, les tanins constituent
I'un des plus importants groupes de produits phénoliques naturels, environ 2% du carbone
photosynthétique sont convertis en flavonoides ou en substances apparentées telles que les tanins. La
biosynthése des tanins commence par la condensation de deux voies métaboliques : la voie du shikimate

et la voie de 1’acétate malonate.

A- Voie du shikimate
Tous les composés phénoliques sont formés via la voie du shikimate, appelée également la voie de

phénylpropanoide. Cette méme voie conduit a la formation d’autres composés phénoliques tels que : les



isoflavones, les coumarines, la lignine et les acides aminés aromatiques (tryptophane, phénylalanine et
tyrosine). La synthese du noyau aromatique est achevée par la voie du shikimate, elle se fait par la
condensation de I’acide phosphoenol pyruvique (PEP) et de 1’érythrose-4-phosphate. Apres une série de
réactions successives, on aboutit 1’acide shikimique (fig.11). (Leinmuller et al ,1991)
B- Voie de I’acétate malonate

Les systémes aromatiques sont ¢galement formés par la condensation répétée d’unités acétate. La
réaction entre les trois molécules (2 malonyl CoA et une molécule d’acéthyl CoA) donne une chaine
latérale qui se cyclise pour donner naissance au noyau A Enfin, les deux voies(Shikimate et acétate
malonate) se condensent pour donner naissance aux différents types de flavonoides.
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Figure 10 : La voie du shikimate (Leinmdller et al ,1991)

11.1.3.4. Propriétés des tanins

Les tanins étaient anciennement utilisés dans 1’industrie du cuir (tannage) car en se liant aux
protéines constitutives des peaux d’animaux, les tanins rendent le cuir solide, imputrescible et résistant
aux microorganismes. Ils sont généralement non cristallisables, solubles dans 1’eau, I’alcool, I’acétone et
peu ou pas soluble dans I’éther. Ils précipitent en présence de protéines (gélatine et albumine),

d’alcaloides et de certains colorants.



Les tanins forment avec les métaux lourds, et notamment les sels de fer, des précipités de couleur trés
foncée : noirs, bruns, bleus sombres, utilisés pour cette raison dans la fabrication de certaines encres. lls
sont également utilisés comme coagulants dans le caoutchouc.

Les propriétés biologiques des tanins sont principalement liées a leur capacité a former des complexes
avec les macromolécules, en particulier les protéines. C’est pourquoi ils sont utilisés dans le traitement
des aliments et la clarification des vins, des bieres et des jus de fruits. Ils font également partie des
formulations des agents de conservation du bois.

En solutions alcooliques, ils donnent avec le chlorure ferrique, trés dilué, une coloration bleue (tanins

galliques) ou verte (tanins catéchiques). (Zhu et al. , 1992)

A- Effets des tannins chez les ruminants

La consommation de plantes riches en tannins induit des effets contradictoires chez les
ruminants. Il importe de distinguer les effets produits par les THs de ceux dus aux TCs mais aussi de
prendre en compte les variations liées aux concentrations des tannins présents dans la ration des
herbivores.
Les THs peuvent étre responsables d’intoxications sévéres voire mortelles (Jean-Blain, 1998). A
I’inverse, les TCs sont en général considérés comme étant moins toxiques, rarement responsables de cas

[étaux, en particulier chez les ruminants.

o Effets des tannins hydrolysables : les intoxications séveres de diverses especes animales apres
ingestion excessive de plantes riches en THs ont été attribuées surtout a la présence de
gallotannins (Reed, 1995; Butter et al, 1999; Norton, 1999). Chez les ruminants, les THs
hydrolysés par des bactéries ruminales provoquent la libération d’acides galliques qui sont
ensuite décarboxylés en pyrogallol, convertis ensuite en résorcinol (Singh et al., 2001; Min et
al., 2003). Ces métabolites (résorcinol et punicalagin), qui sont hépato- et néphro-toxiques, sont
ensuite absorbés dans le sang (Mueller-Harvey, 2006). Toutefois, il a été montré que la
toxicité des THs dépendait de la qualité (structure chimique, PM) et de la quantité (dose) des
THs ingérés (Zhu et al, 1992; Frutos et al, 2004).

Effets des tannins condensés : Pour les TCs, le principe énoncé par Paracelse, (« la dose seule fait le
poison ») reste valide, puisque des effets néfastes sur la production et la santé des animaux ont été
observés uniquement lors d’ingestion massive de ressources riches enTCs. A I’inverse des THs, les TCs
sont rarement associés a une toxicité aiglie chez les ruminants (Butter et al, 1999). Un apport faible a
modéré a été associé a des effets favorables alors que 1’ingestion de teneur élevée en TCs aboutit a des

effets néfastes sur les paramétres zootechniques, la physiologie digestive et la santé des animaux. En



conséquence, trois types de conséquences zootechniques peuvent étre identifiés selon la teneur en TCs
de la ration (Aerts et al. 1999)
- Absence d’effet sur I’ingestion volontaire d’aliments

La mastication des plantes par I’animal provoque la rupture des parois des cellules végeétales ce
qui libére en conséquence les TCs des vacuoles dans la bouche de I’animal. En raison de la sensation
d’astringence associée, cette libération induit des effets sur 1’ingestion volontaire d’aliments et peut
modifier les fonctions ruminales et post-ruminales. Toutefois, pour les Iégumineuses tempérées dont la
teneur en TCs est faible a modérée (<4 a 5% de la MS), la consommation d’aliments est peu modifiée
(Waghorn et al, 1987; Terrill et al, 1992a) et provoque par ailleurs des effets plutot favorables sur les

processus physiologiques post-ingestifs.

- Effets sur la digestion des aliments
Les TCs affectent les différentes étapes de la digestion au niveau ruminal et post-ruminal, ce qui
explique leurs conséquences associées sur les divers aspects de la production des grands et des petits

ruminants.

- Effets sur les fermentations intra-ruminales:

Le rumen se caractérise par un pH de 6 a 7. A cette gamme de pH, les complexes entre TCs et
protéines sont stables (Aerts et al, 1999; Butter et al, 1999) et contribueraient a protéger les protéines
des dégradations ruminales. La formation de complexes entre TCs et protéines alimentaires ou leur
fixation aux enzymes bactériennes réduisent globalement la protéolyse ruminale. L’une des premicres
conséquences de ces phénomenes est de limiter la production et 1’excrétion de méthane et
d’ammoniaque (Mc Nabb et al, 1993; Theodorou et al, 1999)

- Effets post-ruminaux

La protection de la dégradation des protéines alimentaires dans le rumen conduit a une
augmentation du flux de protéines assimilables (PDIA) dans I’intestin et en conséquence, une absorption
accrue d’acides aminés (Mc Nabb et al, 1993; Barry et Mc Nabb, 1999) 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). Une augmentation de 50% du flux d’azote post-
ruminal a ainsi été mesurée chez des moutons consommant du lotier corniculé par rapport a des témoins
(Waghorn et al, 1987).



- Amélioration des productions

Il a été montré que la consommation de plantes contenant des TCs (L .corniculatus) en quantité
modérée influe sur la croissance d’agneaux (Aerts et al., 1999) ou de veaux (Moore et al., 2003).
L’ingestion a faible niveau de TCs influence aussi le niveau de production et la qualité du lait (Aerts et
al, 1999; Min et al, 2003; Molle et al, 2003). Ainsi, la consommation de lotier corniculé
(L.corniculatus) ou de Sulla (H.coronarium) a été associée a une augmentation de production laitiere
chez les bovins ou chez les ovins (Min et al, 2003; Leto et al., 2002). Par ailleurs, une augmentation du
taux protéique de 10% chez des vaches et de 12% chez des brebis ingérant des TCs, ainsi que du taux de
lactose (14% chez les brebis), a été constatée par rapport aux animaux témoins (Aerts et al, 1999).
Enfin, un apport modéré de TCs, (de 2 a 4% de la ration), a été associé a une augmentation de la
production de laine. Par exemple, la consommation de lotier corniculé a induit une augmentation de
11% de la production chez des ovins ,qui serait liée a une absorption accrue d’acides aminés, en

particulier de cystéine, indispensable pour la synthése de la laine (Mc Nabb et al, 1993).

- Amélioration des performances reproductives

Seules quelques études ont examiné les effets potentiels des TCs sur la reproduction des
ruminants. La plupart d’entre elles ont montré que la consommation d’une légumineuse fourragere,
notamment du lotier corniculé, riche en TCs induisait une augmentation du taux d’ovulation des brebis
(Min et al, 2001).Ainsi, 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 mentionnée (Ramirez-Restrepo et Barry,
2005Db).

11 .Les saponines

Sous ce nom est désigné une vaste famille de glycosides triterpéniques ou stéroidiens qui se
trouvent dans de nombreuses plantes. Ils sont composés de deux parties :
- Une partie hydrophile, formée d’un ou de plusieurs sucres, eux-mémes de nature variée
- et une partie aglycone et lipophile (dite sapogénine), qui est soit un résidu de triterpéne, soit un réesidu
de stéroide.
Les saponines sont retrouvées dans le soja, 1’ail, les haricots blancs, les épinards, les tomates, les

pommes de terre, les graines d’avoine, la luzerne (Dacosta, 2003).
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Figure 11: Structure des saponines du ginseng (Packer, 2001)

IV . Plantes fourrageres

Parmi les plantes fourragéres :

IV. 1. Urtica urens

L'Ortie est une des rares plantes que I'on peut reconnaitre les

fermés. Qui ne s'estjamaislaissé surprendre parson contact irritant?
Considérée comme une «mauvaise herbe », I'Ortie est en réalité une
Plante riche en vitamines et minéraux et pourvue de nombreuses vertus
médicinales. Elle est également employée dans d'autres domaines comme

I'agriculture, l'art culinaire ou encore le textile.( Francine Draghi,2005)

L'Ortie est une plante qui «aime» le voisinage des habitations, les
décombres et lieux incultes: c'est une plante qualifiée de «rudérale ».
Elle pousse sur les terres humiféres et légeéres; on la rencontre dans les
haies, les chemins, les coupes des bois, dans les champs et les jardins bien

fumés... Elle est inféodée a la présence de I'Homme.

Elle «aime» les sols frais et 1égers, 'ensoleillement lui semble

indifférent puisqu'on la trouve aussi bien en plein soleil a I'abri d'une facade
qu'au fond d'un vallon ombragé.

Elle supporte tous les sols, surtout ceux contenant des matiéres organiques



fraiches; elle fait partie des plantes nitrophiles.

Symbole de milieux riches et fertiles, I'Ortie ne pousse jamais seule, mais

en grands massifs compacts a I'abri desquels s'installe de nombreux insectes
L'ortie, distribuée a I'état frais ou apres dessiccation, ameliore I'appétit

chez les bovins. De ce fait, ilss'engraissent plus vite et sont en meilleure santé.
L'ingestion d'orties sous toutes ses formes accroit la sécrétion lactée des
vaches (pouvoir galactogene). En hiver, elle éléve le taux de créme et donne un
godt agréable au beurre, qui devient jaune et leger comme en plein été. Une
proportion de 25 % d'Ortie et de 75 % de fourrage classique semble un bon
dosage. (Bertrand Bernard,2002)

Urtica urens

IV .2.Marrubium vulgare:

Le Marrube vulgaire est une plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable
L’espéce Marrubium vulgare, appelée localement Marriouth, est

largement utilisée en médecine traditionnelle. Au Maroc la decoction de la

plante est employee comme antidiabétique, seule ou associée au Fenugrec, a la
Globulaire turbith, a I’Ivette, a I’ Armoise blanche, au Lupin blanc, au Thym.

La décoction est prescrite également comme anti-typhoidique, anti-diarrhéique,

fébrifuge, anti-ictérique, expectorant, tonique et stimulant (pour les malades



alités). Les diabétiques édulcorée généralement la décoction avec le miel ou les
raisins secs .En usage externe, la plante hachée et couramment utilisée en
cataplasmes sur le front et les tempes contre les fiévres, et sur les abces. Alors
que dans le "Jbel Bou Iblane™ le Marrube est maché contre les maux de dents.
En médecine traditionnelle Tunisienne on reconnait au Marrube un certain
nombre de propriétés : le décocté prépare a partir de la plante entiére est utilisé
dans I’hypertension, les hémorroides et aussi antirhumatismal, analeptique
cardiaque, antiseptique pulmonaire. Il est réputé pour purifier le lait des
femmes qui allaitent. 1l est utilisé en bain de bouche et en usage externe dans le
traitement des brdlures (M-K.Boukef 2002)

Marrubium vulgare



Chapitre 11 Matériels Et
Methodes



1. Matériel végétal

contenus en tanins, il s’agit de Marrubium vulgare famille des Lamiacées et Urtica urens familles d’Urticacées.
Les échantillons de ces deux plante on été collecté durant le mois d’Avril 2013, dans la région de Batna pour
Marrubium vulgare et de la région de Mila pour Urtica urens, par coupure a la main (partie aérienne). Ces
échantillons sont ensuite séchés a l'air libre et a 'ombre, moulus et tamisés en particules de 1-mm par un

broyeur électrique .Les plantes sont conservées dans des récipients fermés jusqu’a leur utilisation, les

caractéristiques des deux plantes sont mentionnées dans le tableau 1.

Deux plantes pastorales ont été choisi pour une caractérisation chimique et biologique de leurs

Tableau 1 : Caractéristiques botaniques des espéces étudiées.

Plante

Description botanique

Position systématique

Nom vernaculaire : Marriouth (Al kadi,

1989)

Marrubium vulgare : Plante
vivace de 3 a 80 cm,
tomenteuse-blanchatre, a
odeur pénétrante ; tiges
épaisses, simples ou peu
rameuses ; feuilles pétiolées,
ovales-orbiculaires, en coeur
ou en coin a la base,
irrégulierement crénelées
ridées, tomenteuses, vertes en
dessus ; fleurs blanches, en

verticilles axillaires nombreux,
multiflores, trés compacts,
espacés sur les tiges ;
bractéoles en aléne, glabres et
crochues au sommet, ainsi que
les 6-10 dents inégales du

calice.

Royaume : Plantes
Sous royaume
Tracheobiontes
Embranchement
Spermatophytes
Division
Magnoliophytes
Classe : Magnolipsides
Sous classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : lamiaceae
Genre : Marrubium
Espéce Marrubium

vulgare




Plante Description botanique Position systématique

Urtica urens : Plante annuelle | Regne : Plantae

de 20-60 cm, hérissée, d'un | Classe : Magnoliopsida
vert clair - tige dressée, | Ordres: Rosales
souvent rameuse des la base - | Famille : Urticaceae
feuilles assez petites, ovales, Genre : Urtica
arrondies ou atténuées a la | Espece : Urtica urens
base, incisées-dentées -
pétiole plus court ou aussi long

que le limbe, a 2 stipules

lancéolées - fleurs monoiques,
les males et les femelles
Ortie brulante mélées, les femelles bien plus
nombreuses, en  grappes
Nom vernaculaire : Horrig (Mahmoudi | subsessiles, souvent géminées,
yahia, 2011) simples, plus courtes que le
pétiole - périanthe peu
accrescent et peu hispide -
graines de 1 12 a 2 mm
Décombres et lieux cultivés,
dans toute la France et la
Corse. Europe - Asie - Afrique
et Amérique
septentrionales.(Mahmoudi

yahia,2011)

2. Analyse chimique des substrats

2.1. Détermination des teneurs en matiére séche et matiére minérale

La matiére seche est déterminée aprés dessiccation d’1g de chaque échantillon dans une étuve réglée a
105°C jusqu’a poids constant. La différence de poids correspond a la perte d’humidité et le résidu représente
donc la teneur en matiere seche. Le taux de la matiere seche est calculé par la différence entre le poids frais et

le poids sec.



Avec : P1 : poids du creuset vide, P2 : poids du creuset + 1g de I'échantillon, P3 : poids du creuset + résidu de
I’échantillon et MS (%) : pourcentage de matiere seche.

La teneur en eau est calculée selon la relation suivante : Teneur en eau (H%) = 100 - MS%.

Les cendres (matiere minérale) sont déterminées par incinération d’1g d’échantillon sec dans un four a
moufle & 550°C pendant 5 heures (AOAC, 1990). La matiére organique correspond a la différence entre la prise
d’essai et les cendres qui en résultent. La teneur en matiére minérale est déterminée a partir de I'équation

suivante :

_ P,_P,
%MM = 2—1X100
3—%1

Avec : P1 : poids du creuset vide, P3 : poids du creuset + résidu sec de I’échantillon, P4 : poids du creuset +
résidu apres incinération et MM (%) : pourcentage de matiére minérale. La teneur en matiére organique est

calculée comme suit :

%MO =100 — %MM

2.2. Analyses phytochimiques des composés secondaires

2.2.1. Analyse qualitative

La présence des composés secondaires est mise en évidence qualitativement suivant les méthodes
décrites par Larrahondo et Rosales (1989). Un extrait est préparé et un virage de couleur est observé suite a

I’addition de différents réactifs indiquant la présence de composés phénoliques, de saponines ou de stéroides.

A- Procédé d’extraction

L’extraction des composés secondaires est réalisée par une solution agqueuse de méthanol a 80% (v/v).
15g d’échantillon sec sont traités pendant 40 min par 30 ml de méthanol. L’extraction est répétée trois fois et le
mélange obtenu est filtré. Le résidu est incubé dans de I'eau chaude pendant 20 min puis filtré a son tour.
L'opération d’extraction permet I'obtention de deux phases : une phase polaire correspondant a la fraction
aqueuse et une phase apolaire représentée par la phase méthanolique. Les deux phases sont utilisées pour les

différentes analyses.



- Saponines : 1 ml d’extrait aqueux est énergiquement agité pendant 30 secondes. Aprés 5 minutes, la hauteur
de mousse dans les tubes a essais est mesurée et donne une indication sur la teneur de saponines dans les

fourrages selon le bareme suivant :
- moins de 5 mm : absence de saponines,
-5a9 mm : contenu faible en saponines,
-10a 14 mm : contenu moyen en saponines,
- plus de 15 mm : contenu élevé en saponines.

- Phénols totaux : 1 ml de I’extrait méthanolique est dilué par addition de 2 ml d’eau distillée. Deux a trois
gouttes de chlorure ferrique (FeCl; a 2%) sont ajoutés et le virage de couleur indique la présence de composés

phénoliques comme suit :
- aucun changement de couleur : absence de phénols ou de tanins,
- bleu foncé : présence de phénols ou de tanins hydrolysables,
- vert foncé : présence de tanins condensés.

- Stéroides : 10 ml de I'extrait aqueux, traités par une solution d’acide chlorhydrique (HCl, 10%) pour obtenir un
pH = 2, sont mélangés avec 10 ml d’éther. Apres évaporation, 0,5ml| de chloroforme et d’acide acétique sont
ajoutés. L’addition de 1 a 2 ml d’acide sulfurique concentré permet le virage de la couleur au bleu verdatre,

indiquant la présence de stéroides.
2.2.2. Analyse quantitative des composés phénolique

A- Procédé d’extraction
Le but est de quantifier les phénols totaux qui diffusent dans la phase liquide. Pour le processus

d’extraction, le solvant utilisé est une solution aqueuse d’acétone (70%).

L’extraction est réalisée selon le procédé décrit par Makkar et al. (1993). Le matériel sec (200 mg) est
traité par 10 ml d’une solution aqueuse d’acétone (70%). Le contenu est ensuite transféré dans des tubes puis il
est centrifugé durant 10 min a 3000g et a 4°C. Le surnageant est collecté et maintenu dans de la glace. Tandis
que, le culot est remis en suspension dans 10 ml d’acétone (70%) et le méme traitement est réalisé que
précédemment. Une centrifugation est ensuite effectuée (10 min, 3000g, 4°C). Le surnageant est alors récupéré

et traité comme précédemment décrit.

B- Quantification des phénols totaux



Elle est réalisée selon le procédé décrit par Makkar et al. (1993). Les phénols totaux sont directement
déterminés dans I'extrait. lls sont estimés quantitativement par I'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteau (1N). Le
milieu réactionnel est composé de 0,1 ml d’extrait, 0,5 ml d’eau distillée, 0,25 ml de réactif de Folin-Ciocalteau (1N)
et 1,25 ml d’une solution de carbonate de sodium (Na,CO3, 20%). Le mélange est agité au vortex et |'absorbance est

mesurée a 750 nm apres 40 min. La teneur en phénols totaux est exprimée en équivalent d’acide tannique (fig. 12).
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Figure 12 : Courbe étalon correspondant au dosage des phénols totaux.

C- Quantification des tanins totaux
Cette méthode se base pour la quantification des tanins totaux par leur précipitation, grace a

I"utilisation d’un chélateur chimique : le polyvinypolypyrrolidone (PVPP) (Makkar et al., 1993).

100 mg de PVPP sont introduits dans des tubes a essai et ajoutés de 1 ml d’eau distillé et 1 ml d’extrait de
I’échantillon. La solution, agitée au vortex, est maintenue a 4°C pendant 15 min. Elle est agitée une seconde fois
puis centrifugée a 3000g pendant 10 min. Aprés centrifugation, le surnageant comporte uniquement les phénols
simples autres que les tanins. Leur contenu est alors mesuré, La teneur en tanins totaux correspond a la
différence entre la teneur en phénols totaux et celle additionnée du PVPP. Elle est exprimée en équivalents

d’acide tannique (fig. 13).
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Figure 13 : Courbe étalon correspondant au dosage des tanins totaux.

D- Quantification des tanins condensés

Les tannins condensés sont dosés par la méthode n-butanol-HCI décrite par Makkar et al. (1993). Pour
cela, 0.5 ml de I'extrait sont mélangés avec 3 ml de la solution n-butanol-HCI (95/5 ; HCl 2N) et 0.1 ml d’une
solution ferrique (2%). Le mélange est incubé une heure dans un bain marie a 100°C. La concentration des tanins
condensés est déterminée par la lecture de la densité optique du mélange réactionnel a 550 nm et calculée par

référence a une courbe d’étalonnage préparée a partir des concentrations connues de quebracho (fig.14)
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Figure 14 : Courbe étalon correspondant aux dosages des tanins condensés.

E- Quantification des flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl;) cité par Djeridane et al. (2006) et Boudiaf (2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. 1 ml de chaque extrait et du témoin (dissous dans le
méthanol) avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AICI; (2% dans le
méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et l'absorbance est lue a 570 nm apres 15 minutes

d’incubation.
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3. Analyses biologiques des composés phénoliques
L’analyse biologique des composés secondaires (tanins) présents dans les deux plantes a été réalisée sur

la base des tests de précipitations des protéines in vitro.

3.1.Test de précipitation des protéines ou test de diffusion radiale



Ce test est réalisé selon la méthode décrite par Hagerman (1987). Il détermine indirectement la teneur
des tanins totaux en mesurant leur capacité a précipiter les protéines, en particulier le sérum albumine bovine

(BSA).

A. Préparation de I'extrait

500 mg d’échantillon sec sont traités par un double volume de 5 ml d’une solution aqueuse d’acétone
(70%). Le mélange est homogénéisé en vortex pendant une minute a vitesse moyenne puis transféré dans des

tubes coniques et centrifugé a 2000 rpm et a 4°C pendant 10 min.

B. Préparation des boites de Pétri

L'agarose (2,5g) est dissoute dans 250 ml de solution tampon d’acétate (pH = 5, 0,05M). La solution est
portée a ébullition jusqu’a dissolution compléte de I'agarose. Elle est ensuite refroidie par son maintien dans un
bain marie réglé a 45°C. 250 mg de BSA sont alors ajoutés dans la solution (cette solution est suffisante pour
préparer approximativement 20 boites de Pétri). 10 ml de la solution sont ensuite transférés dans chaque boite
de Pétri, maintenue en position plane. Ces boites sont conservées a 4°C pendant deux a trois semaines sans

perte de la sensibilité de I'essai.

C. Procédé d’analyse

24 ul de I'extrait sont introduits dans les puits creusés dans le gel. Deux extraits sont placés sur deux
boites différentes (fig. 15). Apres diffusion de I’échantillon dans le gel d’agarose, les boites de Pétri sont scellées
avec du parafilm et incubées a 30°C pendant 3 jours. Aprés 72 heures d’incubation, les boites de Pétri sont
retirées et le diamétre des plages de précipitation formées est mesuré (fig. 15). La quantité des tanins totaux est

proportionnelle a la surface de précipitation.



Puit creusé dans

la gélose
Al A2 /

Gélose + BSA Plage de précipitation

Figure 15 : Méthode de la diffusion radiale

3.2. Mise en évidence du contenu tannoide par précipitation en présence du

polyéthyléne glycol (PEG) : technique de production de gaz in vitro

3.2.1. Principe de la quantification des tanins par de la technique de production de gaz in vitro

La fermentation des deux plantes, effectuée en présence et en absence du PEG, est étudiée par la
technique de production de gaz in vitro développée par Menke et Steingass (1988). La dégradation des aliments
dans le rumen engendre la production de gaz qui est directement proportionnelle a I'intensité de I’activité
enzymatique du microbiote ruminale. L'impact des composés phénoliques sur I’activité des enzymes est mesuré
par les différences enregistrées entre les productions de gaz cumulées de |la dégradation des plantes incubées

sans PEG ou avec PEG (fig. 16).
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Figure 16 : Principe de la quantification des tanins par la méthode de production de gaz in vitro

3.2.2. Description du systeme de fermentation

La fermentation a lieu en systéeme batch dans des seringues en polypropyléne de 60 ml de capacité dont
le bout connecté a un tuyau en téflon et fermé avec une pince de MOHR. Les pistons des seringues doivent étre

lubrifiés avec de la silicone qui facilite leur mouvement et empéche la sortie des gaz (fig. 17).

Figure 17 : Systéeme de fermentation en batch (Seringue en plastic de 60 ml capacité).

3.2.3. Materiel animal

A Source d inoculum



Le prélevement du jus de rumen (inoculum ; microbiote ruminal) est effectué sur trois bovins sacrifiés a
I"abattoir municipal de Batna et dont le régime alimentaire est libre et non défini. Le liquide ruminal collecté est
filtré a travers quatre couches de gaze chirurgicale et stockés dans des Thermos préalablement préchauffées a
399C et saturés en CO,. Au laboratoire, le filtrat est placé dans un bain marie réglé a 392C et maintenu sous un

flux continu de CO,.

B. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture bactérienne est obtenu en mélangeant un volume de jus de rumen filtré avec 2
volumes de salive artificielle (tab. 2, 3). Cette solution, préparée la veille, est un mélange composé de cinqg
solutions (solution de couleur bleue) : la solution A (solution des microminéraux), la solution B (solution tampon,
NaHCO;), la solution C (solution des macrominéraux), la solution D (indicateur du potentiel d’oxydoréduction, la
résazurine) et la solution E (solution réductrice introduite le jour de la manipulation, Na,S. 9H,0). Le brassage du
milieu est maintenu a 39°C avec un barbotage en profondeur par un flux continu de CO, jusqu'au virage de la
coloration bleu vers le rose qui devient a la fin incolore, indiquant ainsi la réduction du milieu de culture. Un
barbotage en surface est effectué pendant 15 min pour maintenir une atmosphére totalement anaérobie (fig.

18).

Tableau 2 : Solutions utilisées dans la préparation de la salive artificielle (Menke et Steingass, 1988)

Solutions Composition Quantité
Solution des éléments Na2 HPO4 5,7g
majeurs
KH2PO4 6,2g
MgS0ax7H20 0,68
Eau distillée 1000ml
Solution des éléments traces CaCl2x2H20 13,2g
MnCl2x4H20 10,0g
COCl2x6H20 1g
FeCl2x6H20 0,8g
Eau distillée 100 ml
Solution tampon NaHCO3 35g
(NH4)HCOs3 4g
Eau distillée
1000ml
Solution de résazurine C12HeNO4 100mg




Eau distillée 100ml
Solution réductrice Na2Sx7H20 285mg

NaOH (1N) 2ml

Eau distillée 47,5 mi

Tableau 3 : Quantités requises pour la préparation de la salive artificielle.

Solution Pour 1 litre de la salive artificielle
Eau distillée 474 ,0 mi
Solution d’éléments traces 0,12 ml
Solution tampon 237,0 ml
Solution d’éléments majeurs 237,0ml
Solution de résazurine 1,22 ml
Solution réductrice 50ml




Barbotage par CO,

BLEUE ROSE

INCOLORE

Figure 18 : Différentes étapes de préparation de la salive artificielle.

C.. Conduction de la fermentation

Pour chaque plante étudiée, six seringues contenant 200 mg de substrat sont incubées ; trois en
présence de 1g de polyéthylene glycol (PEG, PM : 4000 Da) et trois seringues sans PEG.
Dans les mémes conditions, six seringues témoins sans substrat (uniquement le milieu de culture) sont
simultanément incubées en présence et en absence de PEG. Les seringues inoculées sont horizontalement
incubées dans un bain marie pendant 24 heures a 39°C. Le suivi de la cinétique de fermentation est réalisé par la
mesure du volume total des gaz produits lors de la fermentation. Il est indiqué par le déplacement du piston
sous la pression des gaz libérés a différents intervalles de temps : 2, 4, 6, 8 et 24 heures.

D..Paramétres fermentaires mesurés

Apres 24 h de fermentation, le contenu de chaque seringue est vérifié pour son pH a I'aide d’'un pH

metre portable a électrode en verre préalablement étalonnée.



La production réelle de gaz dans chaque seringue correspond a la production de gaz aprés 24 heures
soustraite du volume initial enregistré a t, et celui du volume de gaz moyen produit par le blanc. Elle est donnée

par la formule suivante :

GP@ml) =V,-V,-V,

Avec : GP (ml) : production de gaz nette a chaque temps d’incubation, V; (ml) : volume de gaz enregistré a
chaque temps d’incubation, Vo (ml) : volume de gaz enregistré au temps t; et V, (ml) : Volume du moyen de gaz
enregistré dans les seringues témoins.

L'analyse qualitative du pool gazeux (CH,4, CO,) engendré par la dégradation des substrats est réalisée
selon la méthodologie décrite par Jouany (1994). Elle est effectuée par un traitement a la soude (NaOH, 10N) ;
Pour chaque intervalle de temps, les gaz sont transférés dans des seringues vides ou sont injectées de maniére
étanche 4ml de soude. Cette solution basique réagit avec le CO, en entrainant la rétraction du piston (ce volume

correspond au volume de CO,).

"analyse qualitative et quantitative des gaz fermentés est réalisée selon la
méthodologie décrite par (Jouany, 1994). Elle consiste a injecter 4 ml d’une solution

alcaline d’hydroxyde de sodium (NaOH 10N). Ce dernier absorbe le CO2, ce qui entraine
la rétraction du piston. Par différence entre le volume total de gaz produit et le volume de
CO2, la production de méthane est déduite.

VCH4 =V NaOH -V liq

Et

VCO2=Vt -VCH4

VCH4 : volume de méthane ;

V NaOH : volume enregistré apres injection de la soude ;

V liq : volume de liquide ;

VCO2 : volume de gaz carbonique ;

V t : volume total de gaz produit.

D- Mesure du Ph

A la fin de chaque fermentation, le pH de chaque seringue est mesuré par un pHmetre.

4- ANALYSE STATISTIQUE

Les données expérimentales sont traitées par logiciel STATISTICA version 6.
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1. CARACTERISATION CHIMIQUE DE MARRUBIUM VULGARE ET URTICA URENS

Les résultats des analyses chimiques effectuées sur les deux plantes sont consignés dans le tableau 4. Il
ressort que les deux plantes présentent des teneurs en matiere seche (MS) significativement différentes (P <
0,05). La teneur en matiére séche de nos échantillons est de I’ordre de 38,22 % pour le marrube et de 28,22%
pour l'ortie. Les taux de MS enregistrés dans cette étude sont comparables a celui rapporté par NAJAR et al.
(2011) qui a signalé une teneur de 35,97%. Cependant, Urtica urens contient un taux de MS relativement
proche a quelques especes fourragéres telles que Anacyclus clavatus (Astéracée prélevée en début de floraison
de la région de Tlidjéne, Wilaya de Tébessa) (GHERSSI, 2011). Ces discordances peuvent étre expliquer d’une
part par les différences dues aux espéces botaniques surtout en ce qui concerne le type et le développement du
systeme racinaire permettant un plus grand contact avec le sol et par conséquent de pouvoir puiser I'eau et les
nutriments en profondeur et sur une plus grande surface (FELKER et al., 1980). D’autre part, le stade végétatif
lors de la récolte peut expliquer cette variabilité sachant que la teneur en matiére seche augmente avec
I’évolution du stade végétatif et le vieillissement de la plante jusqu’a atteindre I’état d’aliment sec (BLAIN,

2002).

Le taux en matiere minérale (MM) contenu dans les deux plante est variable (tab. 4). Marrubium vulgare
renferme la plus forte teneur avec 4,5% par rapport a Urtica urens avec 2,6% . La teneur en MM de Marrubium
vulgare est comparable a celle rapportée par d’autres auteurs travaillant sur Rosmarinus officinalis ou une
teneur de 5,7% est notée (FLORET et PONTANIER (1982) ; BEN M’HAMED (1990) in ZERDOUM et BOUDJEZZA
(2011)). Tandis que la teneur en matiére minérale obtenue pour Urtica urens (2,6%) est comparable a celle
obtenu par dans les travaux de (WETHERILT, 1992) qui est signalent une teneur de 1,6%. Les variations de taux
de matiere minérale de nos échantillons, comparés a certains travaux antérieurs, peuvent étre dues a certains

facteurs écologiques comme |’age de la plante, la période du cycle végétatif ou méme a des facteurs génétiques



Tableau 4. Composition chimique (%) de Marrubium vulgare et Urtica urens

Substrats MS H MO MM
Marrubium vulgare 38,22 +0,48 61,77 £0,48 95,5 +0,7 4,5+0,7
Urtica urens 28,22+ 0,48 71,77 £0,48 97,35+0,07 2,650,07

MS : matiére seche, H : humidité, MO : matiére organique, MM : matiere minérale.

2. CARACTERISATION PHYTOCHIMIQUE DE MARRUBIUM VULGARE ET URTICA URENS

L'analyse qualitative de métabolites secondaires présents dans les deux plantes est présentée dans le
tableau 5. Il apparait que les deux plantes renferment des composés secondaires a des concentrations variables,
indiquées par l'intensité de la couleur développée au cours des réactions photochimiques (phénols et stéroides)
et par la hauteur de la mousse formée dans le cas des saponines. Cette derniere est quasiment inexistante dans
nos deux plantes a savoir Marrubium vulgare et Urtica urens. De méme, on observe |'inexistence de stéroides
dans nos substrats. L'analyse qualitative révéle, par contre, la présence de composés phénoliques a différents
niveaux. Cette analyse est confortée par I'analyse quantitative des composés phénoliques, a savoir les phénols

totaux, les tanins totaux et les tanins condensés (tab 6).

Tableau 5. Analyse qualitative des métabolites secondaires présents dans Marrubium vulgare et Urtica

urens
Phénols totaux Tanins Saponines Stéroides
Marrubium vulgare + + - -
Urtica urens ++ ++ - -

- :absence, + : présence, *:teneur moyenne, ++ : teneur élevée.

Les deux plantes renferment des taux significativement variables (P < 0,05). L'ordre décroissant de la teneur des
substrats en phénols totaux est le suivant : Urtica urens (0,716%), Marrubium vulgare (0,239%). De méme, la
concentration la plus élevée en tanins totaux est notée pour Urtica urens (0,4673%). la méme tendance est

également enregistrée pour les tanins condensés olu Urtica urens renferme la teneur la plus élevée (1,446%).



Toutefois, la concentration des TC reste faible, ce qui montre la richesse des plantes en tanins hydrolysables

(TH).

Tableau 6. Teneur en phénols totaux (PT), tannins totaux (TT) et tannins condensés (TC) et capacité de

précipitation des protéines (PPC) dans Marrubium vulgare et Urtica urens (g/100 g MS)

PT T TC PPC

Marrubium vulgare 0.239 + 0,005 0,3653 £ 0,017 0,4316 +0,07 ND

Urtica urens 0.716 +0,035 0,4673+0,03 1,446 +0,25 ND

Les différences observées entre les substrats sont probablement dues a la composition chimique des plantes.
En effet, le taux de tanins des substrats, dont dépend la dégradabilité, est susceptible d’étre influencé par le
mode de culture, le stade phénologique (avec le temps les plantes ont tendance a durcir par lignification et leur
valeur nutritive décline), la nature du sol, le climat au moment du prélevement (température et pluviométrie),
de méme que par la constitution de I"échantillon (proportion tiges-feuilles-fleurs). Le traitement de ces
prélevements en vue de I'expérimentation (mode de séchage, de broyage et de stockage) est aussi susceptible
de faire varier les résultats (BOUKARY-MORI, 2000). En outre, ces différences observées peuvent partiellement
étre attribuées aux facteurs génotypiques qui controlent la biosynthese et I'accumulation de ces métabolites
secondaires dans la plante. Sachant que I'accumulation des métabolites primaires et secondaires est une
propriété physiologique de la plante et elle varie a travers les espéeces et les familles végétales (RUBANZA et al,
2005). La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le
réactif est extrémement sensible a la réduction de tout les groupes d’hydroxyles non seulement celles des
composés phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines etc. (VUORELA, 2005 ; GOMEZ-

CARAVACA et al., 2006).

Pour le test de diffusion radiale (PPC), qui est une estimation quantitative indirecte des tanins totaux, il s’avere
que la sérum albumine bovine n’est pas précipitée par les tanins présents dans les deux plantes étudiées. Une
tendance analogue est également observée par (Vitti et al,2005 ; Singh et al ; Jouany J.P, 1996; Ndlovu and
Nherera, 1997).L’avantage des méthodes de précipitation des protéines est la mesure de I'activité biologique
des tanins présents dans les substrats, alors que les méthodes colorimétriques basées sur les propriétés
chimiques, indiquent seulement la nature chimique des tanins (Singh et al, 2005). Ainsi, les taux quasiment nuls
de la PPC pourraient s’expliquer soit par les faibles taux de tanins condensés que renferment les substrats

étudiés, soit par I'incompatibilité structurale des tanins présents dans ces plantes et la sérum albumine bovine.



Les discordances enregistrées entre les deux méthodes d’estimation de la quantité de tanins totaux montrent

que les différences de conditions expérimentales affectent significativement les résultats finaux.

3. DETERMINATION PAR VOIE BIOLOGIQUE DU CONTENU TANNOIDE DE MARRUBIUM VULGARE ET URTICA
URENS

3.1. Faciés fermentaire de I'inoculum

Le pH est un paramétre trés important dans la régulation et I'optimisation des fermentations ruminales.
La moyenne du pH du jus de rumen fraichement collecté, qui nous a servi d’inoculum, est de 6,48. Cette valeur
indique des conditions physico-chimiques favorables a une bonne activité fermentaire du microbiote ruminal
(tab. 7). Cette valeur est proche a celles de (CHENOST ,2001; DRIS,2008 ; NDLOVU ; NHERERA ,1997). Apres
addition de la salive artificielle, une légére augmentation de pH a été constatée. Le pH de la salive artificielle
préparée (milieu de culture) a atteint une valeur moyenne de 6,94. Cette augmentation de pH peut étre

expliqué par l'effet tampon de la salive artificielle qui contribue a la neutralisation de I'acidité du milieu

(HUNTINGTON et GIVENS, 1997 ; KHAZAL et al., 1995).

Tableau 7. Comparaison des valeurs de pH de jus du rumen fraichement collecté avec celles rapportées dans la

bibliographie.

Jus de Ndlovu Dris | Chenost | Rachedi | Boultifat | Yaakoub | Laadjimi Ly

rumen et
(2008) | (2001) (2005) (2009) (2006) (2008) (1997)

Nherera

(1997)
Valeur | 6,48 6,41 6,42 6,42 6,67 6,67 6,85 6,9 ' 6,92

de pH

3.2. Production de gaz in vitro

La production de gaz par nos substrats, apres 24 heures d’incubation en présence et en absence de PEG,
est présentée dans le tableau 8. En absence de PEG, le volume de gaz le plus faible est enregistré pour Urtica
urens (16,3 ml) et le plus élevé pour Marrubium vulgare (18 ml) (P < 0,05). Comme attendu, I'addition du PEG
augmente la production de gaz des deux substrats et cette augmentation est plus prononcée pour Urtica urens.
Elle varie entre 61,54 et 29% et de 48,7 et 1,8%, respectivement pour Urtica urens et Marrubium vulgare.
L'amélioration de la production de gaz in vitro des substrats incubés en présence de PEG a été aussi rapportée
par d’autres auteurs pour différents substrats (Baba A.S.H et al, 2002 ; Combolat et al/ ,2005 ; Rubanza et al,

2005 ; Singh et al, 2005). Le polyéthyléne glycol est un polymére synthétique possédant une grande affinité



pour les tanins, il les rend inertes par la formation de complexes PEG-tanins (Makkar ,H.P.Set a/,1995 ; Seresinhi
T et al, 2003). Il a également la capacité de prévenir la formation de complexes protéines-tanins et de libérer
ces complexes déja présents dans le milieu (  Barry T.N et al, 1999 ; Combolat et al/ ,2005; Rubanza et al,
2005). Pour Marrubium vulgare, I'addition du polyéthylene glycol engendre une faible amélioration dans la
production de gaz. Par contre, I'ajout de PEG augmente la production de gaz a partir de Urtica urens. La
différence entre les deux substrats peut étre attribuée soit a la capacité limité du PEG a inhiber compléetement
les effets des tanins (Baba A.S.H et al, 2002 ; Frutos P et al ,2002), qui dépend principalement de la
stéréochimie et de la structure des tanins ou aussi a d’autres facteurs qui seraient plus importants dans la

limitation de la fermentation in vitro que les tanins (Ndlovu and Nherera, 1997).

La cinétique de production de gaz des substrats étudiés, en présence et en absence du PEG, résulte dans une
augmentation dans le volume de gaz aux différents temps d’incubation pour les deux plantes. L'effet du PEG sur
les constantes cinétiques modélisées de la production de gaz in vitro est controversé. Certains auteurs indiquent
que l'effet est exclusivement significatif sur la production de gaz a partir de la fraction insoluble (b)
contrairement a la production de gaz a partir de la fraction soluble (a) et la vitesse (c) (Combolat et al ,2005)
Alors que, d’autres travaux mentionnent une influence significative du PEG sur les parameétres de la production
de gaz in vitro (Ahmed M.M.M.et al, 2004 ; Mc Sweeney C.S. et al ,2001)Dans notre étude, I'effet du PEG est
plus prononcé sur la production potentielle de gaz (a + b). L'effet des tanins sur la dégradation ruminale des
nutriments dépend principalement du degré de complexation des composés phénoliques avec les composants
de la plante : protéines, polysaccharides et minéraux, ainsi que de leurs effets sur la composition du microbiote
ruminal et sur son activité enzymatique (Mc Sweeney C.S. et al ,2001)Pour Urtica urens, 'inclusion du PEG
engendre a la fois une augmentation dans la production potentielle de gaz. Ce résultat suggére que les tanins
dans cette situation sont liés a la fraction pariétale de I'aliment, la présence du PEG favorise I'adhésion des
bactéries et/ou stimule I'activité des enzymes fibrolytiques. Cependant, I'addition du PEG au systéme de
fermentation induit une diminution dans la vitesse de production de gaz. Ce résultat a été aussi signalé par(
Frutos P et al ,2002 ; Guimardes-Beelen et al/,2006) qui notent que pour les substrats dont la vitesse a été
réduite, la colonisation bactérienne est limitée. Ce constat indique que les complexes formés entre les tanins et
le PEG générent un encombrement stérique ne permettant pas et/ou limitant la fixation des bactéries

fibrolytiques aux particules alimentaires.

Tableau 8. Impact des tanins, indiqué par la présence et I'absence du PEG, sur la cinétique de la production de

gaz et les paramétres cinétiques de Urtica urens

Urtica urens 2h 4h 6h 8h a b c RSD

- PEG 3,33+0,57 7,33+1,15 11,6% 16,3 t -0,65 ND 0,162 0,042




2,51 1,5

+PEG 8,66+152 1533+45 190 + 23,0 + 2,29 19,33 0,1008 0,37
4,58 6,00
Réduction 61,54% 52,18% 38,63% 29%
(%)

Tableau 9. Impact des tanins, indiqué par la présence et I'absence du PEG, sur la cinétique de la production de

gaz et les parametres cinétiques de Marrubium vulgare

Marrubium 2h 4h 6h 8h a b c RSD
vulgare
- PEG 3,33 + 8,33 + 13+2,00 183,00 -5,64 41,36 0,1043 0,85
1,15 0,57
+ PEG 6,5 + 966 + 1466 + 1833 + -0,14 38,81 0,092 0,113
2,12 3,51 5,03 5,13

Réduction  48,77%  13,76%  11,32%  1,8%
(%)

a,b,c Les moyennes dans la méme ligne avec une lettre différente sont différentes (P<0,05).

3.3. Impact des tanins sur le profil fermentaire

La production de méthane (CH,) et de dioxyde de carbone (CO,) est le résultat de la dégradation
anaérobique de la biomasse végétale incubée avec les microorganismes présents dans le jus de rumen
(GETACHEW et al., 1998). L'influence du PEG sur le profil fermentaire des deux substrats est présentée dans les
figure 21 et 22 . Elle révele que le PEG induit une augmentation significative (P < 0,05) dans la production du
dioxyde de carbone (CO2) pour Urtica urens. Le volume le plus élevé est enregistré pour cette plante est 20,84
ml. Par contre pour la production de méthane (CH4), un décroissement significatif (P < 0,05) est observé pour les
deux substrats. Les taux de réduction observés sont de 60,61% et de 16,5% respectivement pour Urtica urens et
Marrubium vulgare. Ces résultats sont similaires a ceux avancés par d’autres travaux qui montrent que les
tanins exercent un effet sur la production de méthane comme dans le cas de Medicago Sativa et Carduus
pycnocephalus (GOEL et al., 2008). Cependant, d’autres publications rapportent que l'incorporation du PEG
conduit aussi a une augmentation dans la production du CHa (MICHAEL et al., 2005 in LEULMI, 2011). Ces



différences de réponse au traitement par PEG peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs : le taux de tanins
présents dans les substrats, leur structure chimique, leur degré de polymérisation et l'interaction structure-

activité biologique des tanins (TENDONKENG et al., 2004).

Tableau 10. Impact des tanins sur les productions de méthane et de dioxyde de carbone cinétique de Urtica

urens et de Marrubium vulgare

Dioxyde de carbone (ml) Méthane (ml)
Substrats - PEG + PEG - PEG +PEG
Urtica urens 10,67 +1,73 20,83 +0,50 5,51+£0,50 2,17 £0,50
Marrubium vulgare 13,0+2,0 13,04+2,5 6,0+0,50 5,01+0,19
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Figure 19 :Impact des tanins sur la cinétique de la production de gaz in vitro, évalué par la différence entre le

control (sans PEG) et test (avec PEG) Urtica urens .
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Figure 20 :Impact des tanins sur la cinétique de la production de gaz in vitro, évalué par la différence entre le

control (sans PEG) et test (avec PEG) Marrubium vulgare.



conclusion



Conclusion :

Ce mémoire avait pour objectifs principaux 1’étude de substrats des zones arides et semi

arides (Marrubium vulgare) et urtica urens, a travers plusieurs aspects : 1/ la caractérisation chimique
précise de plantes de régions arides et semi arides, 2/ I’évaluation de leur potentiel nutritif par la

mesure de leur fermentescibilité in vitro et in par le

microbiote ruminal d bovins ; 3/ L’estimation de 1’action anti nutritionnelle de composants
phénoliques de ces substrats et leur impact sur 1’activité et le profil fermentaire du microbiote
ruminal. L’activité biologique du microbiote ruminal, mesurée a travers les effets spécifiques
des tanins par 1’utilisation du PEG, montre que les tanins influencent a différents degrés la

production de gaz les processus de production de gaz et de dégradation des aliments sont

differemment affectés par les tanins.

L’augmentation de la production du méthane par addition de PEG est fortement corrélée
positivement et significativement aux tanins condensés libres et totaux. Ce résultat suggere
que le test des tanins couplé a la production de gaz peut étre utilisé pour identifier les plantes
possedant des activités anti- méthanogenes. De plus, il serait intéressant de compléter cette
¢tude par la recherche et le développement de nouveaux procédés permettant d’élucider la
relation entre les structures des tanins et leurs effets biologiques. En outre, il est essentiel
d’estimer la capacité des tanins présents dans les fourrages a enrober les protéines pour une
meilleure valorisation animale de 1’azote contenu dans les fourrages. De méme que 1’addition
du PEG engendre une augmentation de la biomasse bactérienne pour les substrats riches en
tanins et affecte différemment le facteur de partition, selon la nature des fourrages et leur
composition chimique en composés phénoliques. Cette étude confirme que I’emploi du PEG,
combiné a la technique de production de gaz in vitro

et les digestibilités in vitro, peuvent étre un moyen simple et rapide pour le classement préliminaire de

toutes sortes de fourrages, sans passer par les fastidieuses et couteuses études zootechniques. Ces



méthodes peu onéreuses, constituent aussi des outils tres intéressants pour la détection des composés

phénoliques et leur impact sur le processus de la digestion animale
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ANNEXES



Analyse des phénols totaux (Méthode de Folin-Ciocalteau)

ces tests sont basés sur le principe de I’oxydoréduction et 1’utilisation du réactif Folin Ciocalteu , une
autre méthode utilisant le réactif chlorure ferrique est basée sir la propriété du métal complexant des
composés phénolique la méthode de Folin Ciocalteu selon le procédé de( julkumen tiitto ,1985 ) est
largement utilisée pour les phénols totaux en raison de sa haute sensibilité et de sa reproductibilité

,cependant | présence d’agent réducteurs interféres 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 apreés traitement
avec PVPP. Cependant, la présence d'agents réducteurs interfere dans le dosage
Réactifs
- Folin-Ciocalteau réactif 1N (Sigma).
- Carbonate sodique Na2C03.10H20 (Biochem).
- Standard: Acide tannique.

e 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
I’utiliser.

- Partie étalon

- Préparation de la solution mere

- 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 I'eau distillée.

Une solution mere 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 1. Préparation de la gamme standard

Tube pL de solution | pL eau pL Réactif folin | ml Solution
T 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 9.

- Partie essai

- 50 uL d'EXT (extrait original) sont extraits dans des tubes a essais puis 0,45 ml d'eau
distillée sont ajoutés. 1l faut noter que trois repétitions sont réalisées pour chaque substrat.
- 250 pL du REACTIF Folin sont introduits a tous les tubes. Aprés 4 min, 1,25 ml de la
solution de carbonate sodique sont ajoutés. Les tubes sont ensuite agités énergiquement dans un vortex
- Les tubes sont laissés dans un tiroir a I'abri de la lumiére et a température ambiante.
-Apres 40 min, la densité optique est lue a 725 nm.

Remarque: la lecture doit étre effectuée entre 40 et 60 min

Le polyethyléne glycol PEG :

On appelle polyéthyléne glycol ou PEG des polyéthers lineaires de masse molaire inférieure a 20 000
g-mol-1 fabriqués a partir de monomeéres d'éthylene glycol. Leurs propriétés hydrosolubles et
liposolubles en font des produits utilisés dans un grand nombre d'industries (médical, cosmétique, etc.).
On les appelle également macrogol dans le domaine médical. On a I'habitude d'indiquer la masse

molaire moyenne du polymere aprés le nom, par exemple PEG-2000 (2 000 g-mol-1)



le PEG est un polymere synthétique possédant une grande affinité pour les tanins. Il forme des

complexes

stables avec ces molécules et permet de prévenir la précipitation des protéines. De plus,

I'action des tanins est tributaire de leur taux et de leur structure.
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