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TT : Tanins totaux

UFL : Unité fourragere lait

VCSO : Volume cumulatif de gaz lié a la substance organique.

VCSS: volume cumulatif de gaz lié a la matiere séche incubée.
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Résumé

L'objectif de ce travail de thése est d'évaluer I'effet de trois extraits de deux plantes
Eucalyptus globulus et Olea europaea riches en composés phénoliques sur les
caractéristiques de la fermentation ruminale en utilisant la technique de production de gaz in
vitro (IVGPT), quatre niveaux (DO, D50, D75 et D100 mg) de trois extraits d'Eucalyptus et
des feuilles d’olive (AcOEt, BUOH et aqueux) , dans les mémes conditions des doses
croissantes de quercetine (DO, D150, D175 et D200 mg) ont été ajoutées a un régime
alimentaire formulé pour ruminants (fourrage/concentré: 60/40) et incubées a 39 °C en
anaérobiose avec du liquide ruminal tamponné mélangé a la salive artificielle et les
principaux parametres de fermentation in vitro (pH, production de gaz total in vitro (GP24),
concentration de CH4, concentration de CO-, la digestibilité apparente de la matiére séche et
de la matiere organique (DMS, DMO) , estimation de I’énergic métabolisable (EM),
concentration en ammoniaque (N-NHa), les acides gras volatils totaux (AGVy) , AGV
individuels et la population des protozoaires ont été déterminés aprés 24 h d'incubation.

Pour les extraits d’E. globulus, la production de CHs est significativement plus faible
pour l'extrait ACOEt (P <0,01) mais comparable au témoin pour les extraits BUOH et
aqueux. La production de N-NHs est réduite pour tous les extraits d'eucalyptus (P <0,01).
Une légere diminution de la concentration en acétate pour I’extrait AcOEt qui corrobore
avec une légéere augmentation de la production du propionate pour tous les extraits, alors
qu'aucun effet significatif n'a été enregistré pour le gaz total (GP24) et les AGV: pour tous
les extraits d'E. globulus. Le pH est affecté uniquement par I’extrait aqueux (P <0,05).
L'extrait ACOEt diminue la digestibilité apparente de la matiére séche et de la matiére
organique in vitro (P <0,01) alors que pour les extraits BuOH et aqueux ce parametre reste
comparable au témoin. La quantification des protozoaires par comptage direct indique que la
population de protozoaires est diminuée (P <0,01) pour tous les extraits d'E. globulus
comparativement au témoin.

Pour les extraits d’O. europaea, I’ajout de I’extrait AcOEt a stimulé la GP24 qui
coincide avec une dépression de la concentration de CH4 par rapport au témoin (P <0,01),
cependant pour les extraits BUOH et aqueux la GP24 et le CH4 restes comparables au
témoin. La production de N-NHzest augmentée pour tous les extraits d'olives (P <0,01), la
méme tendance est observée pour la concentration en propionate pour tous les extraits méme
si elle n’est pas statistiquement significative, seul I’extrait AcOEt affecte le pH (P <0,01)
alors qu'aucun effet n’est enregistré pour la production des AGV:. L'extrait ACOEt diminue
aussi la digestibilité de la matiere seche et de la matiere organique (P <0,01) mais ce
parametre reste comparable au témoin pour les extraits BUuOH et aqueux. La population de
protozoaires est diminué pour tous les extraits d’olive comparativement au témoin mais
spécialement pour I’extrait AcOEt (P <0,01).

L'addition de la quercetine affecte la majorité des paramétres étudiés compris, le pH,
le N-NHz, la digestibilité de la matiere séche et de la matieére organique et la production de
méthane (P <0,05), alors qu’elle a augment¢ significativement la GP24 (P <0,01), tandis que
la production des AGV: n'est pas affectée par I’addition de la quercetine.

En conclusion les extraits ACOEt d'Eucalyptus et des feuilles d’olive ont exercé des
effets bénéfiques sur certains parameétres de fermentation, qui pourraient étre prometteurs
comme des puissants additifs anti-méthanogenes. De plus, I'évaluation du bon dosage
semble étre critique pour contenir l'impact environnemental, sans pour autant réduire la
valeur nutritive des aliments. La quercetine a également démontré un effet dose-dépendant
sur les caractéristiques de fermentation in vitro dans le rumen. Cependant, les résultats sont
contradictoires de point de vue nutritionnel (réduction de la digestibilité) et environnemental
(réduction du méthane).

Mots clés: Extraits de feuilles d’Eucalyptus, extraits de feuilles d'olive, composés
phénoliques, quercetine, fermentation in vitro, production de méthane, population des
protozoaires.
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Introduction

Depuis quelques années, le réchauffement progressif de notre planéte, provoqué par
I’effet de serre, est devenu une réalité aussi bien politique que scientifique. Cet effet est di
a I’augmentation de la concentration atmosphérique des gaz a effet de serre. Parmi le pool
de ces gaz a effet de serre, le dioxyde de carbone représente 69% et le méthane 13%. Mais
le méthane exerce, a méme concentration, un effet de serre 25 fois supérieur au dioxyde de
carbone. Parallelement, la rémanence atmosphérique du dioxyde de carbone (>100 ans),
largement supérieure a celle du méthane (= 12 ans), ce qui indique un impact plus décisif
d’action sur le méthane que sur le dioxyde de carbone. Il a ainsi été estimé qu’il suffirait de
réduire de 10% les émissions de méthane pour stabiliser sa concentration atmosphérique,
alors qu’il faudrait réduire de 60% celle du dioxyde de carbone pour le méme effet (GIEC,
2013 ; Rira, 2015).

Les émissions de méthane d’origine agricole résultent en grande partie de I'élevage
de betail, de la digestion anaéerobie de la biomasse et de la production de riz. Les ruminants
sont les seuls animaux capables de valoriser I’énergie des végétaux, mobilisée dans leurs
composes cellulosiques alimentaires. Pour cela, ils dépendent entiérement de I’activité
métabolique du microbiote ruminal, implanté essentiellement dans leur rumen, car a
I’instar des autres mammiféres ils ne possédent pas d’enzymes digestives capables de
digerer la cellulose. Ainsi, le role du microbiote digestif dans la fonction de nutrition est
singulier et capital, puisque tous les aliments ingérés sont soumis a une digestion
microbienne préalable dans le rumen. Cependant, les fermentations ruminales engendrent
des produits métaboliques non valorisables par 1’animal. Principalement, le méthane, qui
est éliminé par éructation par exhalaison ou par flatulence et qui constitue une perte en
énergie pour le ruminant, estimée de 6 a 10% de 1’énergie brute ingérée pour des rations
riches en fourrages (Martin et al., 2006 ; Rira, 2015). Donc toute orientation fermentaire
qui augmente 1’utilisation du H2 métabolique ou qui en diminue la production est utile
pour réduire la méthanogénese. Cette évolution peut étre obtenue soit par une action
globale, au niveau de la ration et de I’animal, ou spécifique par le contréle des populations

microbiennes (spécialement les archées méthanogénes) a I’aide d’additifs.

Dans les systemes de production animale, les antibiotiques sont couramment utilisés
pour prévenir les maladies et les problemes métaboliques, ainsi que pour améliorer
I'efficacité alimentaire. Un certain nombre d'additifs chimiques tels que «antibiotiques»,
«ionophores», «inhibiteurs de méthane» et « Agents défaunateurs» ont été développés pour

améliorer l'efficacité de la fermentation ruminale en diminuant la quantité totale de
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méthane ou d'ammoniaque produite (Patra et Saxena, 2009). Cependant, la plupart de ces
additifs ne sont plus utilisés couramment en raison des problemes de toxicité pour les
animaux, ainsi que les résidus de ces produits chimiques dans le lait et la viande avec leurs
effets négatifs sur la santé humaine, de plus, la plupart d'entre eux sont interdits en Europe
depuis 2006 [Reglement EC 1831/2003]. En conséquence, Différentes stratégies ont été
déployées pour minimiser son ¢émission. Elles s’intéressent essentiellement a la
modification des conditions fermentaires et/ou a un changement de 1’équilibre de la
population du microbiote ruminal. Actuellement, de nombreuses études ont tenté
d'exploiter les métabolites secondaires des végétaux (extraits végétaux, saponines, tannins
et huiles essentielles). Ces composés, utilisés comme additifs alimentaires naturels, parce
qu’ils constituent une alternative naturelle aux antibiotiques et aux facteurs de croissance
et, d’autre part, en raison de leurs effets sur les performances de production, la qualité des
produits, la santé et le bien-étre des animaux (Mclintosh et al., 2003 ; Bayourthe et al.,
2014).

C’est dans le cadre de cette problématique que s’inscrit notre travail, I’objectif
principal de ce travail est la recherche de nouveaux additifs alimentaires a partir d’extraits
de plantes riches en métabolites secondaires, susceptibles de modifier favorablement
I’activité du microbiote ruminal in vitro. Dans un premier volet, nous nous sommes
intéresses, principalement, a évaluer la valeur nutritive de deux plantes médicinales
(Eucalyptus globulus et Olea europaea) collectées d’une région semi-aride d’Algérie, qui
sont destinées a la préparation des extraits riches en composés secondaires phénoliques
principalement (flavonoides et tannins), ainsi que a I’analyse phytochimique qualitative et
quantitative des composés secondaires de ces extraits. Dans un second volet, nous avons
tenté d’explorer I’effet des extraits de ces deux plantes (spécialement la fraction acétate
d’éthyle, n-butanol et aqueuse) a différentes concentrations sur I’activité méthanogénique,
les paramétres fermentaires du rumen et sur la population de protozoaires. Dans un
troisieme volet, I’étude de I’impact d’un bioflavonoide purifié (la quercétine) sur les
caractéristiques de la fermentation in vitro, la méthanogenése ruminale, les produits finaux

et sur la population de protozoaires associés aux Archaea-bactéries méthanogenes.
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Chapitre 1. Rappels sur |’alimentation et la physiologie digestive des ruminants

I. Alimentation des ruminants

Un aliment unique est généralement insuffisant pour couv rir les besoins nutritifs de
I’animal, d’ou le besoin d’associer plusieurs aliments au sein d’une ration. Tous les
aliments sont constitués d’eau, de matiéres minérales, de glucides, de lipides et de matiéres
azotées. Les rations du bétail contiennent environ 70% a 80% de glucides (Hvelplund,
1991) surtout sous forme d’amidon, de cellulose et d’hémicellulose. Les glucides
fournissent donc en moyenne prées des trois quarts de 1’énergie alimentaire des animaux de
ferme. On distingue deux grandes catégories de glucides selon leur localisation dans la

cellule végétale cytoplasmiques (ou intracellulaires) et pariétaux.

Les glucides intracellulaires sont des sucres hydrosolubles, des fructosanes et des
grains d’amidon. Les sucres hydrosolubles ne constituent que 10% de la matiére seche des
aliments d’origines végétale. Les glucides pariétaux constituent les parois des cellules
vegeétales; ils comportent des glucides proprement dit (polyosides) et des constituants non
glucidiques qui leurs sont associés (lignine). Parmi les polyosides on distingue : cellulose
(longues chaines de molecules de glucose), hémicellulose (molécules de pentoses),

substances pectiques (polymére de galacturonane) et lignine (composé d’alcools).
I.1. La paroi végetale

La paroi est I'enveloppe la plus externe de la cellule vegétale. Elle est essentiellement
composée de polymeres glucidiques, cellulose et pectine, de protéines pariétales et
éventuellement d'autres composés de nature phénolique (lignine et subérine). La paroi est

composeée de trois parties (Figure 1).

La paroi primaire, de nature pecto-cellulosique, n'existe seule que dans les cellules
juvéniles; elle est extensible, ce qui permet la croissance cellulaire, La paroi secondaire
apparait lors de la différenciation cellulaire. Elle permet de renforcer la rigidité de la
cellule et de I'imperméabiliser. Elle est subdivisée en trois sous-couches : S1 (externe), S2
(médiane) et S3 (interne), La lamelle moyenne est la partie la plus externe de la paroi et

elle est commune a deux cellules contigués (Christophe, 2007).
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Chapitre 1. Rappels sur |’alimentation et la physiologie digestive des ruminants

Figure 1: Organisation de la paroi végétale (Béguin et Aubert, 1994)
1.2. Constituants des parois végétales

Les parois contiennent toutes les mémes constituants de base : eau, cellulose,
hémicellulose, lignine, protéines (enzymes, glycoprotéines de structure), substances
pectiques, substances inorganiques d’incrustation (CaCQOg, silicates, oxalates), substances
lipophiles d’incrustation (cires, cutine, subérine). Cependant la composition varie selon
I’espeéce ; dans une méme espece elle est variable selon le tissu et selon I’étape de
développement. En effet, la proportion des parois végétales et leur degré de lignification

augmentent avec I'age de la plante.
1.2.1. La cellulose

Structuralement, 1’unité élémentaire qui se répéte dans la cellulose est le cellobiose
(dimére de glucose), I'unité cellobiose mesurant 1.03 nm (Fengel et Wegener, 1984). La
cellulose est la molécule renouvelable la plus abondante a la surface de la terre, elle
représente plus de la moitié de la biomasse terrestre et est le matériau recyclable le plus
exploité dans I’industrie. C’est un homopolymere non ramifié constitué de longues chaines
linéaires d’unités de D-glucose liées entre elles par une liaison glycosidique B-1,4 (Figure
2). Son degré de polymérisation peut monter jusqu’a 15000 molécules de glucose (Breet et
Waldron, 1996).

Des liaisons hydrogenes intermoléculaires favorisent l’organisation des chaines
paralleles en domaines cristallins appelés cristallites. La régularité de la structure favorise
la formation de réseaux cristallins. Ces régions trés cristallines, difficilement dégradables

par les organismes cellulolytiques (Chesson et al., 1982) sont séparées par des régions
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amorphes que les enzymes hydrolysent plus facilement. Le degré de cristallinité de la
cellulose est variable. Il est faible dans les cellules jeunes (parois primaires) et peut
atteindre 70% dans les cellules matures (parois secondaires).

Extrémité non réductrice Extrémité réductrice

Glucose

r' Y
L\

Cellobiose

y 3
A J

Cellulose

Figure 2 : Structure de la molécule cellulose (Christophe, 2007)
1.2.2. Les hémicelluloses

Les hémicelluloses peuvent étre de type homopolymere (D-xylane, D-
mannane,...ctc.) ou hétéropolymére (xyloglucane, glucomannane,...etc.). Les chaines de
ces macromolécules sont relativement courtes. Elles constituent une matrice
polysaccharidique souvent associée a des constituants phénoliques qui entourent les
fibrilles de la cellulose (Thomson, 1983). La classe la plus fréquente correspond aux
xyloglucanes. Ils sont constitués d'une chaine de glucose (B-1,4) et de courtes chaines
latérales de xylose, galactose et fucose (Figure 3). Les xyloglucanes peuvent contracter des
liaisons hydrogenes avec la cellulose. A cause de la présence de chaines latérales, ils ne
sont pas eux-mémes susceptibles de constituer des fibrilles. Ils peuvent ainsi jouer un role
fondamental dans le maintien d'une architecture pariétale organisée en liant les fibrilles de

cellulose entre elles (Christophe, 2007).

Les hémicelluloses different de la cellulose par trois aspects importants,
Premiérement, elles contiennent différentes unités de sucres, deuxiémement elles
présentent un degré considérable de branchement des chaines, tandis que la cellulose est un
polymere strictement linéaire. Troisiemement, le degré de polymérisation de la cellulose
est a dix fois plus élevé que celui des hémicelluloses (Bledzki et Gassan, 1999). Les

hémicelluloses sont globalement le constituant pariétal le moins résistant : ces polymeéres
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se biodégradent rapidement, présentent un taux d’absorption d’humidité élevé, et se

dégradent chimiquement a des températures relativement basses.

Xyloglucanes *- & S & &=
A A A A A é
Galactose o)
Gluco se L) :_-_-_. *
Fucose (] i i oo
Xylosa i — 1 -

e X
&

A
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Figure 3: Molécules de xyloglucane (Christophe, 2007).
1.2.3. La lignine

Cette substance est responsable de la rigidité des végétaux, de la conduction des
solutés et de la résistance face aux agents pathogenes. Elle a aussi, une action inhibitrice
vis -a-vis a la dégradation des polyosides pariétaux dans le rumen (Jung et Deetz, 1993).
La présence de lignine est une caractéristique rencontrée chez la plupart des végétaux
(fougéres, gymnospermes et angiospermes). Ce polymere représente 15 a 36% de la masse
seche des angiospermes (Baucher et al., 1998). La lignine est un hétéropolymere
phénolique ramifié de haute masse moléculaire, qui résulte de la copolymérisation de trois
monomeres : alcool coumarylique, alcool coniférylique et alcool sinapylique (Figure 4).
Elle est liée aux hémicelluloses mais les liaisons lignine/hémicelluloses ne sont pas
connues avec précision. L'organisation s'effectue autour des microfibrilles de cellulose et
aboutit a un treillis dense (Angelidaki et al., 2000).

Les parois des légumineuses ont une teneur en lignines qui évolue peu au cours de la
croissance (Martens et al., 1988). A l'inverse, chez les graminées la lignification augmente
fortement a certaines périodes de croissance de la plante (Ballet, 1989). La teneur en
lignine est plus élevée dans la matiére séche des tiges que dans celle des feuilles, tant chez
les graminées que chez les légumineuses (Bourquin et Fahey, 1994). Au sein de la paroi
végetale, la teneur en lignine diminue depuis la lamelle moyenne jusqu'a la paroi
secondaire (Wilson, 1994).
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Figure 4: Les trois monoméres principaux de la lignine (Roger, 2012).
1.2.4. Les pectines

Les pectines sont des polysaccharides complexes que ’on retrouve principalement
dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des plantes supérieures (Alkorta et al., 1998;
Blanco et al., 1999). Elles jouent un réle important dans 1’adhésion et le maintien des
cellules des tissus végétaux en formant un ciment rattachant les cellules les unes aux autres
(Iwasaki et al., 1998). La structure principale des pectines est formée de chaines faiblement
polymérisées d'acides galacturoniques liés en a-(1—4), appelé acide polygalacturonique,
sur lesquelles s'inserent des residus de L-rhamnose. Chaque unité rhamnose introduit dans
la chaine un coude et confére donc a 1’ensemble une configuration en zig-zag (Bonnin et
al., 2002).

1.2.5. Les tannins

v' Généralités et définition : D’un point de vue biochimique, une premiére définition
des tannins a été proposée par Bate- Smith (1973) : « des composés phénoliques
hydrosolubles ayant un poids moléculaire (PM) compris entre 500 et 3 000 Da qui
présentent, a coté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines ». 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 collagéne de la peau.

Méme si cette définition reste valable, elle a été complétée grace aux méthodes

d’analyse récentes qui ont permis d’éclaircir la structure de ces polyphénols. Ainsi, les
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tannins sont désormais définis comme des polyphénols de masse moléculaire allant jusqu’a
20 000 Da (Hagerman, 2002). Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer
deux classes de tannins : les tannins hydrolysables (THSs) et les tannins condensés (TCs).

v Les propriétés biologiques: Les propriétés biologiques des tannins découlent de
leurs propriétés physicochimiques. L’une des conséquences directes de la capacité des
tannins & 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 et Cordesse, 1996). Certaines drogues a
tannins présenteraient des effets antifongiques (Baba- Moussa et al., 1999; Bruneton,
1999), antiviraux (Yamaguchi et al., 2002) et antimicrobiens (Hatano et al., 2005; Song et
al., 2006), Néanmoins, les applications actuelles en thérapeutique restent restreintes
(Bruneton, 1999).

v’ Classification biochimique : Chez les végétaux supérieurs, il est usuel de
distinguer deux groupes de tannins selon leur structure biochimique: les tannins
hydrolysables et les tannins condensés (Bruneton, 1999; Hagerman, 2002). Les tannins
hydrolysables (THSs) sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le glucose, et de
molécules d’acide-phénol (Bruneton, 1999; Mueller-Harvey, 2001). En general, les THs
ont un faible PM. Cependant, des couplages oxydatifs entre THs peuvent produire des
polymeres de PM importants (Mueller-Harvey, 2001). Les tannins condensés (TCs) sont
appelés proanthocyanidines parce que leur oxydation en milieu alcool-acide entraine la
formation de pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (a partir de procyanidines)

et les delphinidines (a partir de prodelphinidines) (Brunet, 2008).

v' Role des tannins dans les plantes : Les tannins sont des métabolites secondaires
des végétaux (Bruneton, 1999), c’est a dire des substances non-essentielles pour la
croissance de la plante. Par contre, les tannins jouent un role dans la défense des plantes
contre les agressions des prédateurs tels les insectes et les mammiféres herbivores
(Woodward et Coppock, 1995; Feucht et Treutter, 1999). Il a été montré que I’ingestion de
tannins affectait ’intégrité du tube digestif des insectes phytophages (Ayres et al., 1997).
Donc la synthese des tannins est I'un des mécanismes de défense des plantes contre les
attaques des phytopathogeénes. Par exemple, une accumulation de tannins a été observée

dans les zones d’invasion de la plante par des bactéries, des champignons ou par des
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nématodes, ce qui en inhiberait le développement (Collingborn et al., 2000). 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 (Bennick, 2002).
1.2.6. Autres constituants

La silice est particulierement abondante dans les parois des Graminées par leur
inclusion dans certaines cellules de 1’épiderme, périderme et d’autres cellules spécialisées
de la racine (Carpita, 1996; Currie et Perry, 2007). Les subérines, cutines et des cires, a
caractere hydrophobe (acides gras et phénols) sont caractéristiques aussi de certaines
cellules spécialisées de I’épiderme qui rendent ces tissus plus imperméables (Carpita,
1996).

1. Particularités digestives du rumen-réseau chez les ruminants

Les herbivores, et particulierement les ruminants, occupent dans le monde une place
prépondérante parmi les animaux domestiques élevés a des fins de production. Leur
contribution a la satisfaction des besoins alimentaires de I’humanité, par le lait et la viande
qu’on leur fait produire, revét une importance capitale. Le ruminant présente par rapport
aux monogastriques 1’avantage de pouvoir extraire et utiliser 1’énergie contenue dans une
biomasse végétale non-utilisable directement par I’homme, a cause de sa trop grande
richesse en lignocellulose. A ce titre, le ruminant ne peut étre considéré comme un

concurrent direct de I’homme Vvis-a-vis de sa biomasse alimentaire (Barone, 1984).

Anatomiquement ’originalité réside dans la présence en amont du tube digestif, d’un

estomac volumineux et compartimenté (Figure 5).

Les deux premiers réservoirs, le rumen et le réticulum constituent un vaste réservoir
pouvant étre comparé a un fermenteur fonctionnant en continu dans lequel se déroule une

véritable digestion biologique des aliments.

L’abomasum est le 4°™ compartiment, c’est le véritable estomac du ruminant
semblable a celui des monogastriques et c’est 1a que commence la digestion des résidus

non hydrolysés dans le rumen (a I’exception des glucides pariétaux enrichis des synthéses
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microbiennes).

Rumen

(Panse)

Reticulum
(Bonnet)

Figure 1 : Tube digestif des rumi

Figure 5: Tube digestif des ruminants (Anonyme 1).

Le rumen, encore appelé panse ou réticuo-rumen, est de loin le plus volumineux des
réservoirs gastriques des ruminants. Le réticulo-rumen est similaire a une grande cuve de
fermentation d'une capacité d’environ 200 L chez les bovins et 20 L chez et les ovins de
race tempérée. 1l contient les aliments ingérés, de I'eau, une population microbienne variée
et trés active et de l'urée salivaire recyclée. L'ensemble est soumis aux mouvements
péristaltiques et tamponné par la salive qui maintient un pH voisin de 6,5 a une

température de 39° C.

La physiologie digestive propre du ruminant se distingue de celle des
monogastriques par la rumination. Pendant la prise de nourriture qui est rapide, les
aliments sont mastiqués sommairement et immédiatement déglutis dans le rumen ou ils
subissent une imbibition et un ramollissement. Apres un temps de séjour dans le rumen qui
varie selon la nature de la ration entre 30 et 70 min chez la vache, les aliments sont

régurgités et subissent une seconde mastication (Kolb, 1975).
I11. Ecosystéme microbien ruminal

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 micro-organismes dans un ordre bien
défini (Fonty et al., 1987; Krause et al., 1999). En se développant, ’écosystéme se
complexifie jusqu’a atteindre un état d’équilibre dynamique. I1 s’agit d’un état pour lequel
I’écosystéme est capable de s’autoréguler pour maintenir ses fonctions par ajustements
incessants des populations microbiennes, un écosystéeme ne peut étre stable (Lévéque,
2001).
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Le rumen est un biotope ouvert, qui échange avec [D’extérieur, dont Iles
caractéristiques sont favorables au développement d’une biocénose anaérobie et diversifiee
(Theodorou et France, 1993). Dans ces conditions les microorganismes extraient et captent
I’énergie en mettant en ceuvre une respiration anaérobie, c'est-a-dire un échange
d’électrons ou I’accepteur final n’est pas I’oxygeéne mais un produit issu du métabolisme
fermentaire microbien (Doelle, 1969). Le rumen est un fermenteur, dont la régularité des
processus est entretenue malgré un contenu qui varie en fonction de I’animal et de la

ration.
I11.1. Paramétres physico-chimiques du rumen

Le contenu ruminal peut étre caractérisé par quelques parametres physico-chimiques:
I11.1.1. La teneur en eau

La teneur en eau du contenu ruminal est comprise entre 85 et 90%. L’eau, apportée
par les aliments, 1’eau de boisson et la salive, est le support des molécules en solution et
des particules en suspension avec lesquelles elle constitue la phase liquide du rumen.
Celle-ci est caractérisée par une pression osmotique comparable a celle du sang et
comprise entre 200 et300 mOsm/L chez I’animal sain. L’eau du rumen représente une
masse importante en quantité et elle peut étre utilisée, le cas échéant, comme réserve pour

I’organisme (Brugére, 1983).
I11.1.2. La température

La température ruminale est sensiblement supérieure a la température corporelle, elle
est comprise entre 39°C et 41°C. Elle peut atteindre 41°C lorsque les fermentations sont
trés intenses mais aussi chuter de plusieurs degrés apres ingestion de grandes quantités
d’cau froide (Brugére, 1983).

111.1.3. L’anaérobiose

Le milieu ruminal est caractérisé par des conditions d’anaérobiose vraie. Les espéces
bactériennes different selon leur sensibilité a I'oxygéne. Les especes reconnues pour étre
anaérobies strictes sont Selenomonas ruminatium, Butyrivibrio fibrisolvens, Succinivibrio
dextrinosolvens, Lachnospira multiparus, Clostridium haemolyticum et quelques especes
du genre Treponema (Loesche, 1969). Les especes anaérobies modérées incluraient celles

qui sont capables de croitre en présence d’un pourcentage d'oxygeéne allant de 2 a 8%
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(Loesche, 1969). Les apports d’oxygéne dans le rumen sont généralement faibles
(déglutition, diffusion a partir des vaisseaux des parois) mais des souches de bactéries
aerobies facultatives le font vite disparaitre (Zened, 2011 ; Bouazza, 2014; Medjekal,
2016).

111.1.4. Le pH et le pouvoir tampon

Il est généralement admis que le pH optimal du rumen se situe dans une fourchette
comprise entre 6 et 7. Les mesures du pH faites dans les conditions de terrain conduisent
souvent a établir des gammes beaucoup plus larges allant des valeurs parfois inférieures a 5
(état d’acidose) a des valeurs supérieures a 7,5 (état d’alcalose). De telles déviations du pH
qui sortent de la zone dite de normalité, sont la conséquence de déviations fermentaires
générées elles-mémes par des dés équilibres alimentaires (Sauvant et al., 1999). Le pH du
milieu ruminal est donc la résultante des productions acides, des tampons salivaires et des

tampons propres de la ration (Giger-Reverdin et al., 2002).
I11.1.5. Le potentiel d’oxydo-réduction

Les micro-organismes du rumen maintiennent le caractere trés réducteur de ce milieu
par leurs activités fermentaires (Baldwin et Emery, 1960). Les valeurs négatives du Eh
enregistrées dans le rumen traduisent le caractére hautement réducteur de ce milieu
appauvri en oxygéne, bien que quelques auteurs (Hillman et al., 1985) aient mis en
¢vidence la présence d’air ou d’oxygeéne dans le rumen, qui pénétre lors de 1’ingestion des
aliments, lors de la mastication mérycique et avec 1’eau de boisson. Le potentiel redox (Eh)
d’un rumen sain et en fonctionnement est négatif et varie de -150 mV a - 260 mV lorsqu’il
est normalement mesuré par rapport a 1’électrode standard a hydrogene (Marden et al.,
2005).

111.1.6. Les métabolites

Le métabolisme microbien conduit & la production de gaz, d’acides gras volatils
(AGV) et d’ammoniac (N-NH3). Les gaz présents dans le rumen sont constitués de CO>
(65%), de CHa (entre 25 et 30 %), d’azote (5 %) et d’hydrogene (< 1 %) (Vermorel, 1995).

Des traces d’oxygeéne ont également été détectées.

Chez les bovins, les AGV produits sont, soit absorbés au niveau de la paroi du

rumen, mais de maniére différentielle selon le type d’AGV (Dijkstra et al., 1993), soit ils
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sortent du réticulo-rumen par ’orifice réticulo-omasal au sein de la phase liquide. Les
proportions des AGV produits dans le rumen sont en moyenne de 66 % pour ’acétate, 19
% pour le propionate, 11 % pour le butyrate et 4 % pour AGV mineurs (isobutyrate,
valérate, isovalérate) pour des animaux nourris avec des rations riches en fourrages de
qualité moyenne. Le rapport acétate / propionate (C2 / C3) de ce profil est d’environ 3,5
(Sauvant et al., 2011).

L’ammoniaque produit est issu de I’activité protéolytique, uréolytique et de
désamination (acides aminés) des microorganismes. Le NH3 peut étre absorbé au niveau de
la paroi du rumen pour étre ensuite transformeé en urée au niveau du foie. Il est
majoritairement préeleve par les microorganismes du rumen comme substrat a leur

croissance (Sauvant et al., 2011).
I11.2. Le microbiote digestif

Les ruminants sont les meilleurs transformateurs de la biomasse végétale parmi les
animaux domestiques. lls utilisent trés efficacement les glucides des parois végétales grace
a la présence d’un écosystéme microbien ruminal performant. Le rumen constitue un
écosystéeme anaérobie strict, dont les conditions de milieu favorisent le développement
d’un microbiote extrémement important et diversifié (Hungate, 1966; Medjekal, 2016). On
y trouve des bactéries, des protozoaires, des champignons, des Archea et des

bactériophages (Jouany, 1994).
111.2.1. Les bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus nombreux du rumen. Elles
représentent 50 % de la biomasse microbienne et leur concentration peut atteindre 1011
cellules vivantes / ml de contenu ruminal (Hungate, 1966). Comparé aux protozoaires, aux
champignons et aux bactériophages, les bactéries ont un réle primordial au sein du rumen.
Leur présence est essentielle pour la dégradation des aliments ingérés par les ruminants et

pour le maintien des conditions physico-chimiques optimales au fonctionnement du rumen.

Dans le contenu ruminal, Les bactéries associées a la phase solide du rumen et qui
adherent solidement aux particules alimentaires, représentent de 50 a 75% du total et sont
donc plus abondantes que les bactéries libres de la phase liquide ou faiblement associées

aux petites particules (Cheng et Costerton, 1980). Donc la distribution des bactéries est tres

<



Chapitre 1. Rappels sur |’alimentation et la physiologie digestive des ruminants

hétérogeéne et fortement influencée par la stratification des digesta que 1’on observe malgré

le brassage continuel du contenu (Michalet-Doreau et al., 2001).

La flore ruminale se caractérise par son extréme diversité liée autant au nombre
d’espéce bactériennes colonisant le rumen qu’aux activités enzymatiques présentes (Koike
et al., 2010 ; Welkie et al., 2010). Les bactéries ruminales peuvent étre classées selon des
criteres morphologiques (forme et groupement des bactéries, présence ou absence de
flagelle, nature de la paroi, type de mobilité, etc.) ou selon des criteres physiologiques
(voies métaboliques, types de substrats utilisés, etc.). Cette derniére classification conduit
aux groupes fonctionnels suivants : fibrolytiques (cellulolytiques et hemicellulolytiques),
amylolytiques, saccharolytiques, pectinolytiques, protéolytiques, lipolytiques, et bactéries
utilisants les produits formés par d’autres microbes (tableau 01) (Fonty et al., 1995).

Tableau 1 : Principales espéces bactériennes du rumen, leurs substrats et produits de

fermentation (Fonty et al., 1995).

substrat
2

Especes bactériennes g % é S § " Produits

S = > =) = @

5|2 |& |5 |2 |3
Fibrobactersuccinogenes + + - - + - SFA
Ruminoccocusalbus + + - - - - AFEH
Ruminoccusflavefaciens + + - - - - S,F,AH
Butyvibriofibrisolvens + + - + + + B,F,AH
Prevotellaruminicola - + - + + + S,FAP
Streprococusbovis - - - + + + L,AP,B,F,H
Ruminobacteramylophilus - - - + - - L,AF.E
Succinomonasamylolutica - - - - + - S,FAE
Succinivibriodextrinosolvens | - - + - + + S,AP
Eubacteriumruminantium - + + - - + AS,P
Megasphaeraelsedni - - - - - + AFB,L

A : acétate, B : butyrate, E : éthanol, F : fumarate, L : lactate, P : propionate, H : hydrogéne

=
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Les trois principales especes bactériennes cellulolytiques sont: Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus et Ruminococcus flavefaciens. Elles sont présentes a
des concentrations variant de 108 a 109 cellules/ml (Coleman, 1975). Des observations ont
été faites par Tajima et al., (2000) : un mois apres la transition entre un régime a base de
foin et un régime riche en concentré, le nombre de bactéries fibrolytiques (cellulolytiques
et hemicellulolytiques) a diminué, au profit des amylolytiques. De méme, Mosoni et al.,
(2011) ont rapporté que bactéries cellulolytiques représentent 10 % de la flore avec une

ration fourrage et leur nombre diminue 4,5 fois aprés I’inclusion du concentré.

Les bactéries amylolytiques (Streptococcus bovis, Succinomonas amylolytica)
peuvent représenter a elles seules plus de la moitié de la microflore totale lorsque les
rations sont a forte proportion de produits amylacés, notamment des régimes riches en
céréales. Moins exigeantes en matiére d’anaérobiose, elles supportent aussi des pH plus

bas que les cellulolytiques (Perry et Briggs, 1955).

D’autres espéces encore plus spécialisées telles que Selenomonas ruminantium et
Megasphaera elsdenii, jouent par exemple un réle déterminant sur le maintien d’un pH
optimal dans le rumen. De par leur capacité a fermenter le lactate entre autres, ce sont deux
bactéries anaerobies strictes. Représentante majoritaire dans certaines conditions et surtout
lorsque le pH est trés bas (état d’acidose), la bactérie S. ruminantium fermente 1’acide
lactique en succinate puis en propionate dont les intermédiaires clés sont le malate et le
fumarate, la bactérie peut fermenter jusqu’a 97% du lactate présent dans le rumen
particulierement lorsque le régime alimentaire induit une forte acidité dans le milieu
ruminal (Elsden et al.,, 1956 ; Sokatch, 1969). La bactérie M. elsdenii utilise
préférentiellement au glucose, le lactate comme substrat, elle le fermente grace aux
enzymes lactate déshydrogénase et lactate racemase qu’elle transforme en propionate par
la voie de I’acrylate (Counotte et al., 1982 ; Hino et Kuroda, 1993 ; Hino et al., 1994).

En outre, les bactéries ruminales sont classées aussi en quatre groupes, en fonction de

leur localisation dans le rumen (Guillaume, 2007; Medjekal, 2016) :

v Les bactéries libres, associées a la phase liquide ruminale : c’est le cas de
nombreuses espéces bactériennes fermentaires qui consomment des substrats
solubles et de nombreux protozoaires qui ingérent des particules alimentaires.

v' Les bactéries associées avec les particules alimentaires : a la surface des

particules alimentaires se forme ainsi un consortium microbien (biofilm) au sein
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duquel cohabitent plusieurs espéces de bactéries, de protozoaires et de
champignons.

v Les bactéries associées a 1’épithélium ruminal: sont principalement des bactéries
anaérobies facultatives, Gram+, immobiles et utilisant I’oxygene qui arrive dans le
rumen via la circulation sanguine.

v Les bactéries et archaébactéries attachées a la surface des protozoaires : ces
bactéries adhérentes représentent 1-10 % de la flore totale du rumen. Le nombre

des bactéries fixées sur chaque protozoaire dépend de la taille de ce dernier.
111.2.2. Les protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotes unicellulaires, dont on distingue
deux types : les flagellés et les cilies. Dans le rumen, les protozoaires flagellés sont peu
nombreux. Quatre espéces ont été mises en evidence : Chilomastix sp., Monocercomonas
sp., Pentatrichomonas sp. Et Tetratrichomonas sp. (De Puytorac et al., 1987) mais leur
réle est peu connu. Donc la majorité des protozoaires retrouvés dans le rumen
appartiennent a 1’embranchement des ciliés, anaérobies stricts et sont évalués entre 103 a
106 protozoaires / g de contenu ruminal par dénombrement sur cellule de comptage
(Jouany, 1988; Williams et Coleman, 1997). Les protozoaires ciliés du rumen
appartiennent aux deux grands groupes: les entodiniomorphes et les holotriches. Dans le
rumen chez I’adulte, on observe 9 genres de protozoaires appartenant au groupe des
entodiniomorphes (Entodinium, Diplodinium, Eudiplodinium, Ostracodinium, Metadinium,
Enoploplastron, Polyplastron, Epidinium et Ophryoscolex). Le groupe des holotriches est
majoritairement représenté dans le rumen par la famille Isotrichidaea avec deux genres
prépondérants : Isotrichaet Dasytricha (Williams et Coleman, 1997 ; Karnati et al., 2003).
Au sein de la phase liquide du rumen, deux genres sont identifiés Entodinium (69,6% des
clones) et Epidinium (31,4% des clones), un certain nombre de clones n'étaient pas
identifiables (30,4%) (Shin et al., 2004a). Au niveau de la phase solide du rumen, le genre
Entodinium est majoritaire et aucun Epidinium n’a été observé. Au niveau de 1’épithélium

ruminal, aucun protozoaire n’a été détecté (Shin et al., 2004a).

Les protozoaires ciliés participent aussi au métabolisme glucidique dans le rumen car
ils ingérent les particules alimentaires et les digerent a I’intérieur de leurs vacuoles (Ushida
et Jouany, 1994). Les hémicelluloses sont fortement dégradées par les entodiniomorphes

alors que les holotriches fermentent plutdt les sucres solubles excepté le mannose et la
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glucosamine (Jouany et Ushida, 1998). Isotricha posséde une forte activité amylolytique
(Gouet et al., 1986) et la dégradation de ’amidon conduit a la formation d’acide butyrique,

H», et CO2majoritairement et un peu d’acides propioniques et lactiques.

Tout comme pour les bactéries et les Archaea, le nombre et la diversité des
protozoaires sont influencés par la ration alimentaire (Tableau 02). Ceci peut étre dd a la
compétition entre les groupes de ciliés, mais également a 1I’impossibilité de certains
groupes de s’adapter aux conditions physico-chimiques tel un pH bas (Bonhomme, 1990).
Les phases liquide et solide du contenu ruminal présenteraient des populations différentes

de ciliés suggérant des réles spécifiques dans la fonction du rumen (Shin et al., 2004a).

Tableau 2 : Abondance relative des protozoaires du rumen chez des vaches recevant deux
rations différentes (Karnati et al., 2003).

Abondance relative % Fourrage : Concentré 1 :1 Luzerne
Entodinium 97.3 77.2%
Diplodiniea 1.7 4.6
Epidinium 0.3 <0.5

Ophryoscolex ND 0.9
Isotricha <0.3 6.0
Dasytricha 0.7 11.2

Sous-famille, comprenant les genres Diplodinium, Eudiplodinium, Ostracodinium, Metadinium,

Enoploplastron, et Polyplastron. ND : non détecté.
111.2.3. Les champignons

Les champignons apparaissent 8 a 10 jours apres la naissance chez 1’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 I’animal adulte,
leur nombre augmente si I’alimentation est riche en fibres. Les champignons produisent
une importante quantité de H2 et sont donc associés, dans les réactions métaboliques, aux
bactéries méthanogénes, bactéries consommatrices de dihydrogéne (Stewart et Bryant,
1988).
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Les champignons du rumen sont difficiles a dénombrer car les résultats sont
largement influencés par la méthode utilisée (nombre de sporanges ou de zoospores).
Malgre cette incertitude, Chez le ruminant adulte, la densité de champignons est comprise
entre 103 et 104 champignons / ml de contenu ruminal (Mcallister et Cheng, 1996). Des
densités similaires ont été observées via des techniques de biologie moléculaire (Lwin et
al., 2011). Les champignons du rumen sont totalement anaérobies, 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. (Mcallister
et Cheng, 1996).

Trois genres ont été bien identifiés : Neocallimastix, Piromyces et Caecomyces.
Neocallimastix est pluri-flagellé, alors que les deux autres sont uniflagellés (Jouany, 1994).

La colonisation des tissus végétaux debute peu aprés I’ingestion des aliments par
les animaux (15-30 minutes). Les champignons produisent de grandes quantités d’enzymes
impliqguées dans la digestion des glucides de la paroi végétale (exocellulases,
endocelluloases, cellodextrinases) pour former du cellobiose qui est ensuite fermenté
(Popova, 2011a).

111.2.4. Les Archaeameéthanogenes

Les Archaeaméthanogenes du rumen sont des anaérobies strictes et essentiellement
des hydrogénotrophes, bien que certaines espéces peuvent occasionnellement utiliser le
formate ou les méthylamines. En effet ces organismes completent les fermentations des
bactéries anaérobies en utilisant 1’hydrogéne (produit lors de la fermentation des glucides
par les bactéries) présent dans le rumen pour synthétiser et produire du méthane (Wolin et
al., 1997).

La quantité d’Archaea au niveau du rumen a été évaluée entre 108 et 109 archées / g
de contenu ruminal par des méthodes culturales. Chez les ruminants, 2 phyla sont retrouveés
dans le rumen avec majoritairement le phylum Euryarchaeota et rarement le phylum
Crenarchaeota (Shin et al., 2004b). Les Archaea dans le rumen sont peu diversifiées. Les
genres Methanomicrobium, Methanobacterium et Methanosarcina sont présents (Jarvis et
al., 2000 ; Wright et al., 2008) , mais le Methanobrevibacter reste le genre majoritaire

(Janssen et Kirs, 2008). Des études basées sur I’ADNr 16S, se sont intéressées a la
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phylogénie des archées et révelent 1’existence de nouveaux groupes d’archées appartenant

au phylum Euryarchaeota (Tajima et al., 2001 ; Whitford et al., 2001).

Stumm et al., (1982) ont suggéré que pas moins de 20% des méthanogénes du rumen
vivent en association avec les protozoaires. De plus, Finlay et al., (1994) ont mis en
évidence des Archaea en associations endosymbiotiques avec les protozoaires ciliés
Entodinium spp. Et Dasytricha ruminancium et ont estimé que les méthanogénes peuvent
occuper jusqu’a 1% du volume cellulaire de ces eucaryotes. Les Archaeaméthanogeénes
associées aux protozoaires seraient responsable de 9 a 25% du CHa produit dans le rumen
(Newbold et al., 1995). Donc les Archaea méthanogénes peuvent occuper les quatre
différentes niches : libres dans le liquide ruminal, attachées aux particules alimentaires
solides, attachées a 1’épithélium ruminal ou en ecto- ou endo-symbiose avec les

protozoaires (Janssen et Kirs, 2008).
111.2.5. Les bactériophages

Les bactériophages sont des agents parasites des bactéries. Leur mise en évidence au
sein du rumen a ete réalisée depuis longtemps (Tarakanov, 1971; Orpin et Munn, 1974).
Cependant, jusqu’a présent, peu d’études ont été effectuées sur ces microorganismes.
Vingt-six types morphologiques différents ont été observés (Klieve et Bauchop, 1988).
Leur concentration est estimée a 109-1010 phages par millilitre de contenu ruminal (Klieve
et Swain, 1993). Les bactériophages sont capables de lyser les bactéries, et notamment les
bactéries cellulolytiques du rumen (Klieve et al., 2004). De ce fait, cette lyse, peut altérer
la dégradation des fibres, et donc, conduire a une diminution de Iefficacité de la

dégradation des aliments.
111.3. Role des différents microorganismes du rumen dans la digestion

Les trois principales populations microbiennes posseédent 1’équipement enzymatique
nécessaire a la dégradation de I’ensemble des constituants de la ration, notamment des
parois cellulaires des végétaux. Cependant, plusieurs facteurs conditionnent la dégradation
ruminale des parois végétales : I’accessibilité des substrats aux microorganismes, leur

adhésion aux particules et leur activité enzymatique (Cheng et al., 1991; Medjekal, 2016).
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111.3.1. Digestion des matiéres glucidiques

Les glucides constituent la source essentielle d’énergie : 70-75% de I’énergie pour
une ration a base de fourrages contre 64-68% a base de fourrages et concentrés (Vermorel,
1988). La fermentation microbienne produit des gaz et des acides gras volatils (AGV) :
mélange d’acétate (C2), de butyrate (C4) et de propionate (C3). La proportion entre les
différents AGV est fonction de la nature de I’alimentation qui détermine I’orientation des
fermentations microbiennes : 70% de C2, 20% de C3 et 10% de C4 pour une ration a base
de fourrages ; augmentation du pourcentage de C3 pour tout apport de céréales dans la
ration. L’acétate est directement utilis¢é comme source d’énergie par les muscles dont le
tube digestif (30%), il permet la synthese des lipides de réserves ou du lait. Le butyrate
(C4) est en partie transformé par I’épithélium du rumen en B hydroxybutyrate : molécules
appartenant aux corps cétoniques qui servent de molécules énergétiques pour le cceur et les
muscles squelettiques, cette synthese explique un taux basal de 5-12 mg/L de corps
cétoniques dans le sang. Le propionate est transformé jusqu’a 20% en lactate au niveau de
la paroi du rumen. Puis le foie capte le reste du C3 et le lactate pour les transformer en
glucose donc le propionate est le principal précurseur du glucose, ce dernier est consideré
comme étant la molécule énergétique qualitativement la plus importante. Or la quantité
absorbée est trés faible de 1’ordre de 1%, mais elle peut augmenter si la ration est riche en
céréales et surtout en amidon de mais. Le glucose est indispensable comme source
d’énergie pour le cerveau, le feetus et la synthése de lactose de la production laitiére et il

est en majorité disponible grace a la néoglucogenése (Brunet, 2002).

La fraction pariétale non digérée dans le milieu ruminal est aussi fermentée en AGV
et absorbée au niveau du gros intestin (caecum, colon), et la fraction indigestible est

éliminée ensuite par les feces (Brunet, 2002).

Grace a un équipement enzymatique trés large mais spécifique des groupes
bactériens concernés, les microorganismes du rumen sont capables de dégrader tous les
constituants glucidiques contenus dans les végétaux (Hungate, 1966 ; ; Medjekal, 2016).
Cette dégradation qui réduit la taille des molécules alimentaires aboutit a libérer dans le
milieu ruminal des oses (hexoses ou pentoses).Les bactéries cellulolytiques participent
activement a la dégradation des polymeéres des plantes (Figure 6). Cette dégradation
nécessite 1’action d’enzymes spécialisées qui sont distribuées parmi les différents

microorganismes
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Figure 6: Résumé des principales voies des fermentations ruminales des polymeéres

glucidiques. (Serment, 2012)

fibrolytiques (Doré et Gouet, 1991). Ces différentes enzymes sont souvent regroupees au
sein de complexes de hauts poids moléculaires (cellulosome) qui leur permettent sirement
d’étre plus efficaces, I’hydrolyse de la cellulose se fait par ’action de cellulases classées en
trois groupes: les endoglucanases, les exoglucanases et les béta-glucosidases. De méme, les
hémicelluloses sont hydrolysées par trois groupes d’enzymes: des endoxylanases, des

exoxylanases et des bétaxylosidases (Forano et al., 1996 ; Fonty et Forano, 1999).

Les protozoaires ciliés et les champignons possédent aussi ce potentiel enzymatique
(Jouany et Ushida, 1990 ; Fonty et Joblin, 1991). Les ciliés (larges entodiniomorphes)
peuvent ingérer des particules alimentaires et les digérer a I’intérieur de vacuoles (Ushida
et Jouany, 1994). lls possedent une plus grande activité cellulasique que les ciliés

Entodinium.

L’activité cellulasique est associée a la fraction cytoplasmique des protozoaires. Leur
activité cellulasique semblerait plus élevée que celle des bactéries (Conchie, 1954).
Cependant, il est difficile de distinguer la contribution des bactéries fixées aux particules
ingérées, de celle des protozoaires dans la dégradation de la cellulose (Fonty et al., 1995).
Les hémicelluloses sont aussi activement dégradés par les larges entodiniomorphes, tandis
que les holotriches ont un r6le mineur dans la cellulolyse. Ce sont les trois principales
bactéries cellulolytiques, Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens et Fibrobacter
succinogenes qui contribuent le plus a I’activité cellulolytique des microorganismes

adhérant aux particules du rumen (Fonty et al., 1995) (Tableau 3).
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Tableau 3 : Substrats dégradés et fermentés par les principales espéces bactériennes du
rumen (Fonty et al., 1995).

Meétabolites fermentaires
2 lelg & &8sl Ee
E|Sl5 3% 838 g | oz
lelaadssaEasfs|s
Fibrobacter succinogenes + + +
Ruminoccocus albus + + + + |+
Ruminoccus flavefaciens + + + + |+
Butyvibrio fibrisolvens + + + +
Prevotella ruminicola + + |+ +
Selenomonas ruminantium + |+ +
Streprococus bovis + |- +
Ruminobacter amylophilus + + +
Succinomonas amylolutica + |+ +
Eubacterium ruminantium + + +
Succinivibrio dextrinosolvens + + + |+
Megasphaera elsedni + + + + |+
Lachnospira multiparus + + + + |+ |+
Anaerovibrio lipolytica + [+ +
Veillonella alcalesens +
Methanobacterium ruminantium +
Wolinella succinogenes +
Eubacterium limosum + +

La majorité des souches peuvent assurer cette fonction (+) ou (-)

Les produits de la dégradation des polyholosides sont des oligosaccharides solubles
et des sucres, qui sont ensuite fermentés pour générer des molécules d’ATP utilisées par
les différents microorganismes. La plupart des holotriches fermentent les sucres solubles,
tandis que peu d’entodiniomorphes en sont capables (Jouany et Ushida, 1998). Cependant,

certains sucres solubles ne sont pas fermentés par les holotriches (mannose, glucosamine).
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L’amidon est ingéré sous forme de granules par les ciliés, surtout par Isotricha qui
posseéde la plus grande activité amylolytique parmi ’ensemble des ciliés. Ceci contribue a
limiter la diminution du pH, liée a la dégradation de I’amidon. Les especes bactériennes
amylolytiques du rumen, attachées aux grains d’amidon, sont souvent ingérées par les
protozoaires. Les produits de la dégradation de I’amidon par les protozoaires sont: I’acide
butyrique, Ho, CO: ainsi que de plus faibles quantité d’acide propionique et d’acide
lactique (Eugene, 2002).

I11.3.2. Digestion des matieres azotées

Dans la cellule végétale, les constituants azotés se trouvent sous forme protéique,
essentiellement dans les cellules chlorophylliennes et sous forme non protéique dans les
vacuoles (Demarquilly, 1986).

e Les constituants azotés protéiques : Ils représentent de 75 a 85% de 1’azote total
et ils proviennent en grande partie des chloroplastes (55 a 65%) et du
cytoplasme (15 a 35%). Les protéines insolubles peuvent constituer jusqu’a

50% des protéines des feuilles.

e Les constituants azotés non proteiques : Ils sont essentiellement abondants dans
les vacuoles, les tissus conducteurs de 1’appareil végétatif et les racines. Sur le
plan chimique, ils représentent les fractions solubles dans 1’éthanol (Jarrige,
1980). Ils regroupent les acides aminés libres non indispensables, les
nucléotides, les amides et les peptides de faible poids moléculaire. Les
constituants azotés non protéiques représentent 15 a 25% de 1’azote des
fourrages verts. lls diffusent tres vite dans le rumen ou ils sont rapidement
dégrades en ammoniac (NHs3) et ne sont utilisables par les ruminants qu’une

fois transformés en protéines microbiennes (Jouany, 1994).

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 I’activité protéolytique est
intracellulaire (Nugent et Mangan, 1981 ; Coleman, 1983). Les champignons anaérobies
ont une tres faible activité protéolytique (Wallace et Joblin, 1985; Bonnemoy et al., 1993).

Les principales bactéries protéolytiques sont présentées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Principales bactéries protéolytiques du rumen (Mackie et White, 1990).

Gram négative Gram positive
Prevotella ruminicola Butyvibrio fibrisolvens
Bacteroide samylophilus Streprococus bovis
Megasphaera elsedni Lachnospira sp
Selenomonas ruminantium Eubacterium sp
Succinivibrio sp Clostridium sp
Proprionibacterium sp

Les protéases bactériennes sont principalement des cystéine - protéases, mais les
serine — protéases et les métallo protéases sont aussi presentes (Brock et al., 1982). Aucune
des espéces bactériennes ne posséde d’activité spécifique, mis a part Streptococcus bovis
qui posséde une trés forte activité leucine amino-peptidase. Les protozoaires possedent
principalement des cysteine et aspartique—protéases. Entodinium sp posséde la plus forte

activité, et beaucoup de protozoaires ont des protéases intracellulaires (Coleman, 1983).

Les peptides produits sont plus rapidement utilisés que les acides aminés libres
correspondants. Ce sont principalement les bactéries du rumen qui les dégradent. Les
produits de degradation des peptides sont principalement extracellulaires, bien que la
plupart des enzymes soient associees a la cellule (Wright, 1967). Les oligopeptides de
faibles poids moléculaires sont préféerentiellement intégrés aux protéines bactériennes,
apres avoir été hydrolysés en acides aminés au sein de la cellule bactérienne. Les acides
aminés produits sont en faible concentration dans le rumen. lls sont désaminés pour
produire de I’ammoniaque et des acides gras volatils (AGVs) (Mackie et White, 1990)
(Figure 7).
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Figure 7: Dégradation des composes azotés dans le rumen (Jouany, 1994)

Les protozoaires jouent un réle primordial dans la mesure ou leur activité spécifique
de désamination des acides aminés est 3 fois supérieure a celle des bactéries (Hino et

Russel, 1985).

L’ammoniaque produit est issu de I’activité protéolytique, uréolytique et de
désamination (acides aminés) des microorganismes (Fonty et al., 1995). Le recyclage de
I’ammoniaque via 1’urée dans le rumen est trés important. De méme, in vitro, le recyclage
de I’azote bactérien, issu de la prédation des bactéries par les protozoaires peut représenter
90g de matiere seche / j chez le mouton (Coleman, 1975). L’ammoniaque est essentielle
pour la croissance de nombreuses especes bactériennes. La tres forte affinité des bactéries,

vis a vis de I’ammoniaque, leur confére la capacité de se développer a partir d’une
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concentration ruminale de NHsz minimale, variable selon les auteurs, d’environ N-NH3=50
mg / ml (Satter et Slyter, 1974) et qui ’assimilent grace a une NAD/NADP glutamate
déshydrogénase dans les conditions normales du rumen (Wallace et Cotta, 1988).

111.3.3. Digestion des lipides

Les lipides de la ration sont principalement composés de galactolipides,
phospholipides (pour les fourrages) et de triglycérides (pour les aliments concentrés). Ces
lipides subissent tout d’abord une lipolyse libérant les AG des triglycérides. Anaerovibrio
lipolytica est la principale bactérie impliquée dans cette lipolyse (Lourenco et al., 2010).
Les AG libres insaturés peuvent alors subir des réactions d’isomérisation et de
biohydrogénation. Les isomérases transforment les liaisons cis en liaison trans. Les
réductases saturent quant a elles les doubles liaisons. Les principales voies connues ou
probables de la biohydrogénation ruminale des acides linoléique (cis-9, cis-12 C18:2),
linolénique (cis-9, cis- 12, cis-15 C18:3) et oleique (cis-9 C18:1) sont décrites dans la

Figure 8.
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Figure 8 : Principales voies connues ou probables de la biohydrogénationruminale des

acides linoléique linolénique (Chilliard et al., 2007).

La biohydrogénation du cis-9, cis-12 C18:2 et du cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 conduit
a la formation d’acide stéarique (C18:0) suite a une isomérisation et une serie de
réductions. Les vitesses de réactions sont différentes, notamment la derniére réduction est
plus lente et fonction du pH. Ainsi, les flux digestifs sortant du rumen contiennent plus de

C18:1 trans que de C18:2 et C18:3 trans. Parmi les différentes voies métaboliques de

N
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biohydrogénation de ces AGPI, les voies du trans 11 et du trans 10 sont souvent

rencontrées (Figure 9), principalement celle du trans-11. La voie du trans-10 s’observe

principalement avec des rations riches en amidon et / ou une supplémentation en huiles

végetales ou de poisson (Bauman et Griinari, 2001; Shingfield et Griinari, 2007).
L’hydrogénation entraine la disparition de plus de 70 % du cis-9 C18:1, plus de 80 % du
cis-9, cis-12 C18:2 et plus de 90% des cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 (Schmidely et al., 2008).

Les bactéries responsables de la biohydrogénation peuvent étre classées selon 2

groupes :les bactéries dont la croissance est inhibée par 1’acide linoléique (dose inférieure a

200 pg / ml) et ayant une activité butyrate-kinase supérieure a 600 U / mg de protéines
(Butyrivibrio proteoclasticus et Butyrivibrio hungatei) et les bactéries non inhibées par

I’acide linoléique et ayant une activité butyrate-kinase inférieure a 40 U / mg de protéines

(Butyrivibrio fibrisolvens et Pseudobutyrivibrio spp.) (Lourenco et al., 2010). Les bactéries

Butyrivibrio spp ne sont pas responsables de 1’hydrogénation de I’acide linoléique en trans-

10, cis-12 C18:2 (Figure 9), qui est certainement due a Propionibacterium acnes et dans

une moindre mesure a Megasphaera elsdenii (Lourenco et al., 2010).

cis-9, cis-12 C18:2

v

cis-9, trans-11 C1&8:2 trans-10, cis-12 C18:2

w v
trans-11 C18:1 ) trans-10 C18:1
v A"I##
C18:0

Figure 9: Biohydrogénation ruminale de I’acide linoléique: détail des voies du trans-11 et
du trans-10 (Shingfield et Griinari, 2007).

En gras : voies majeures ; en traits pleins : voies probables suggérées par les études in vitro ; en
pointillés : voies probables avec des intermédiaires a préciser. Lorsque les configurations cis ou

trans ne sont pas indigquées, toutes les combinaisons peuvent exister.
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|. L’effet de serre

L’effet de serre désigne un phénomeéne d'échauffement de la surface de la terre et des
couches basses de I'atmosphere, dd au fait que certains gaz de I'atmosphere absorbent et
renvoient une partie du rayonnement infrarouge émis par la terre, ce dernier compensant le
rayonnement solaire qu'elle absorbe elle-méme. Les gaz qui provoquent ce phénomene,
tels que le dioxyde de carbone ou le méthane, sont appelés « gaz a effet de serre» (GES).
On estime que sans GES, la température a la surface du globe serait de -18°C.

L'expression « effet de serre » est employée usuellement dans le sens d'« effet de
serre anthropique», qui désigne le réchauffement global du climat attribué a l'augmentation
de la concentration des GES, résultant de Il'accroissement de leurs émissions dues aux
activités humaines et aux combustibles fossiles. Cependant, ’effet de serre existait
indépendamment des activités humaines, et était di essentiellement a la vapeur d’eau et au
gaz carbonique et a un degré moindre au méethane. Néanmoins les activités humaines ont
fortement accru I’effet de serre, des le début de I’époque industrielle ; cet accroissement

n’est toutefois devenu trés important que depuis une trentaine d’années.
Plus d’une quarantaine de GES ont été recensés parmi lesquels figurent :

% La vapeur d'eau (H20), le dioxyde de carbone ou gaz carbonique (CO>), le
méthane (CHa), I'ozone (O3), I’oxyde nitreux ou protoxyde d’azote (N20), les
hydrofluorocarbures (HFC), les perfluorocarbures (PFC) et I'hexafluorure de
soufre (SF6).

¢ Le COz représente pres de 69% des émissions de GES d’origine anthropique.
Il est principalement issu de la combustion des énergies fossiles (pétrole,
charbon) et de la biomasse.

% Le N20 représente 16% des émissions. Il provient des activités agricoles, de
la combustion de la biomasse et des produits chimiques comme 1’acide
nitrique.

% Le CHs représente 13% des emissions. Il est essentiellement généré par
I’agriculture (rizieres, élevage). Une partie mineure des émissions provient de
la production et de ladistribution de gaz et de pétrole, de I’extraction du

charbon, de leur combustion et des décharges.

*

% Les gaz fluorés (HFC, PFC, SF6) représentent 2% des émissions. Ces gaz

sont utilisés dans les systéemes de réfrigération et employés dans les aérosols
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et les mousses isolantes. Les PFC et le SF6 sont utilisés dans 1’industrie des
semi-conducteurs.

La contribution d’un GES est habituellement caractérisée par un indice appelé le
potentiel de réchauffement global (PRG). Il est calculé par rapport a une référence qui est
le COz. Certes, les émissions de CO2 sont bien plus importantes en quantité que celles du
CH4 mais eu égard au potentiel de réchauffement, le CHs contribue fortement a I’effet de
serre. Sur une période de 100 ans, il est estimé qu'une molécule de CH4 a un potentiel de
réchauffement global 25 fois supérieur a celui du CO; (IPCC, 1992 ; Rira, 2015).

Une autre importance du CH4 tient au fait que I’on pourrait stabiliser sa
concentration dans I’atmosphére en réduisant les émissions anthropogéniques de 10%
seulement, alors qu’il faudrait réduire de 60% les émissions de CO pour un méme résultat.
En effet, les molécules de CH4 persistent environ 12 ans dans 1’atmosphére avant leur
récupération dans les puits de carbone tels que les océans, le sol et les plantes. Alors que
les molécules de CO2 y séjournent 10 fois plus longtemps, c¢’est pourquoi une stratégie de
réduction des émissions de CH4 aurait un impact beaucoup plus immédiat sur I’effet de
serre qu’une action sur le CO2, qui ne se ferait sentir qu’a bien plus long terme et

impliquerait des efforts autrement plus importants.

La part relative de 1’agriculture dans les émissions de CHs a eu tendance a augmenter
au cours de ces derni€res années, notamment parce que celle d’origine industrielle a
diminué. Si a I’échelle mondiale les riziéres sont une source importante de CHjs issu de
I’agriculture, en Europe, la quasi-totalité des emissions de CHs d’origine agricole provient
de l’activité d’¢levage, et plus précisément des fermentations digestives des herbivores
(70%) et des déjections animales (30%). Comparée au méthane, la quantité de CO; rejetée
dans D’atmosphere par les ruminants (20% d’origine fermentaire et 80% d’origine
métabolique) est en moyenne 11 fois plus importante en volume et 30 fois en poids. Mais
la contribution des ruminants a I’effet de serre via leur production en CO; est considérée
comme négligeable, ce gaz étant recyclé lors de la photosynthese par les végétaux que les
animaux consomment, donc les ruminants participent avec 3% au réchauffement de la

planéte.

Chez le ruminant, le CH4 est un produit formé naturellement pendant le processus de
fermentation microbienne des aliments dans le rumen, situé au début du tube digestif. Le

méthane ainsi produit est rejeté dans 1’atmosphére par voie orale (95%), au cours
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d’éructations régulieres et par les poumons apres passage dans le sang, mais trés peu par

flatulences (5%) (Keppler et al., 2006).

Outre I’aspect environnemental, le méthane éructé constitue pour le ruminant une
perte en énergie sous forme gazeuse estimée a environ 6-10% de 1’énergie brute ingérée.
La réduction de la méthanogenése présente donc non seulement un intérét environnemental

pour I’homme et la planéte, mais aussi un intérét nutritionnel pour le ruminant.
Il. Les mécanismes de la méthanogenese ruminale

Les aliments ingérés par les ruminants séjournent pendant 20 & 70 heures dans le
rumen ou vit une population microbienne anaérobie dense (> 1010 cellules/ml) et variée
(plusieurs milliers d’espéces de bactéries, de protozoaires et de champignons). Environ
70% de la digestion totale a lieu dans le rumen, ce qui donne a cet organe un réle majeur
dans T’utilisation des aliments par le ruminant. Les micro-organismes colonisent les
particules alimentaires en quelques minutes et, grace a leurs dépolymérases, dégradent les
polyosides végétaux (cellulose, hémicelluloses, pectines, et amidon) en oses (glucose,
xylose) qui sont ensuite fermentés pour produire des acides gras volatils (acétate,
propionate, butyrate), du CO et de I’hydrogéne. Dés sa formation, I’hydrogéne est
rapidement utilisé par des micro-organismes hydrogénotrophes appelés archae-bactéries
qui appartiennent a une branche particuliére dans la classification systémique des bacteéries,
pour former du CHas. L’orientation des fermentations microbiennes joue un réle
déterminant sur le métabolisme de I’hydrogéne dans le rumen. La formation d’acétate
s’accompagne d’une production d’hydrogéne et donc de méthane alors que celle du
propionate est consommatrice d’hydrogene. La production du butyrate a partir de I’acétate

utilise également de ’hydrogene (Martin et al., 2006).

Les acides gras volatils sont absorbés dans la circulation sanguine et fournissent
environ 70% des besoins énergétiques des ruminants. Les gaz sont éliminés par voie orale.
En outre, I’énergie produite sous forme d’ATP au cours des réactions de fermentation est
utilisée par les micro-organismes pour synthétiser leurs éléments cellulaires qui seront
ensuite digérés dans I’intestin gréle et contribueront a hauteur de 50 a 90% a la fourniture
totale des acides aminés a I’animal hote. En milieu anaérobie comme le rumen, les
réactions d’oxydation nécessaires a la genése de I’ATP conduisent a la production
d’hydrogeéne métabolique (2H). Ce dernier doit étre éliminé au fur et & mesure de sa

production car une élévation de la pression partielle en hydrogéne dans le milieu inhiberait
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I’action des déshydrogénases dans le processus d’oxydation (Miller, 1995). L’utilisation
continue de [I’hydrogéne dans le rumen est assurée par les microorganismes
hydrogénotrophes (archae-bactéries) pour réduire une partie du CO2 en méthane, selon la

réaction suivante.
CO, + 4H, — CH, + 2H,0

On peut donc considérer que la méthanogenese est une voie métabolique essentielle
dans I’élimination de 1’hydrogéne ruminal. Il est admis qu’une réduction de 20% du
meéthane digestif ne perturbe pas les fonctions digestives ou fermentaires essentielles du
rumen. Au-dela, une réduction de la méthanogenese ne peut étre envisagée que si
I’hydrogéne est métabolisé par d’autres voies, conduisant par exemple a la synthése de
propionate ou de butyrate .Bien qu’anaérobies, les fermentations lactique et alcoolique,
qui nécessitent également 1’utilisation d’hydrogene métabolique, sont normalement peu
actives dans le rumen. Toutefois, des rations riches en glucides facilement fermentescibles
peuvent conduire a une production anormalement ¢élevée d’acide lactique a 1’origine d’une
pathologie digestive appelée “acidose ruminale”. Les pH bas observés avec ce type de
régime inhibent la croissance (Hegarty, 1999 ; Martin et al., 2006) et I’activité des micro-
organismes méthanogenes (Lana et al.,1998; Martin et al., 2006). Comme la
méthanogenese, la production d’acétate par la voie de I’acétogenése réductrice correspond

a une réduction du CO: selon la réaction suivante:

2CO, + 4H, — CH,-COOH + 2H,0

Elle a été mise en évidence dans le gros intestin du ruminant mais n’intervient qu’a
un niveau faible dans le rumen. En revanche, elle est dominante dans le tube digestif de

I’homme, du rat, des hamsters et des lapins.
I11. Moyens de réduire la production digestive de méthane des ruminants

Toute orientation fermentaire qui augmentera [’utilisation de [’hydrogéne
métabolique ou qui en diminuera la production sera utile pour réduire la méthanogenése.
Cette évolution pourra étre obtenue en agissant de maniére spécifique par le contrdle de la
population microbienne a I’aide d’additifs ou de maniére plus globale au niveau de la

ration et de ’animal.
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I11.1. Emploi d’additifs ou de manipulations biotechnologiques

Les moyens proposés pour diminuer la méthanogenése ruminale ont été classés en
additifs de type antibiotique, chimique ou naturel d’une part, et en manipulations

biotechnologiques de I’écosystéme microbien d’autre part.
I11.1.1. Les additifs
I11.1.1. a. Les antibiotiques ionophores

Les antibiotiques ionophores font partie des nombreux additifs alimentaires utilisés
en production bovine. Le Monensin est 1’un des ionophores les plus utilisés. Des études ont
montré que ce dernier inhibe significativement la production de CH4 dans le rumen (Sauer
et al, 1998). Cette inhibition est le résultat indirect d’une diminution de la production
d’ionshydrogéne. Cependant, une certaine adaptation des microorganismes méthanogenes
aux ionophores a déja été rapportée dans la littérature. En effet, une reprise totale de la
production de CH4 a été observée apres deux semaines de traitement aux ionophores chez

des bovins recevant une ration riche en concentres (Rumpler et al., 1986).

Les antibiotiques (monensine, lasalocide, salinomycine, avoparcine) ont une action
inhibitrice significative sur les bactéries a Gram positif (Stewart et al., 1983) qui
produisent des quantités importantes d’hydrogéne. La sélection microbienne qui en résulte
favorise la formation du propionate et diminue celle du méthane (Bogaert et al., 1989).
L’effet inhibiteur des antibiotiques sur la méthanogenése se maintient habituellement
pendant plusieurs mois (Jouany et Lassalas, 1997). La mise en évidence d’une résistance a
la vancomycine, antibiotique utilisé en milieu hospitalier pour lutter contre des pathogenes
résistants aux antibiotiques traditionnels, a été attribuée a I’utilisation abusive de
I’avoparcine comme facteur de croissance en production animale. Ce constat a conduit les
autorités sanitaires de 1’Europe a interdire la totalité des antibiotiques comme additif
(alimentaire a partir du ler janvier 2006, ce qui condamne définitivement 1’utilisation de

ces produits en alimentation animale.
I11.1.1. b. Les additifs chimiques

Les diacides organiques (aspartate, malate ou fumarate) sont des précurseurs
potentiels de succinate et de propionate qui peuvent donc étre utilisés pour diminuer la

méthanogeneése lorsqu’ils sont ajoutés a la ration des ruminants (Callaway et martin, 1996).
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Si ’on admet une efficacité de fixation de ’hydrogéne de 60% par les diacides organiques,
il serait nécessaire de supplémenter les rations avec plus de 2 kg d’acide pour réduire de
10% la production de méthane chez une vache laitiére rejetant 500 litres de méthane par
jour (Newbold et Rode, 2006), ce qui est inapplicable en raison des conséquences sur le pH
ruminal et du colit du traitement. Différentes solutions sont en cours d’étude pour pallier ce
probléme. Récemment, Wallace et al., (2006) ont étudié I’effet d’une encapsulation de
I’acide fumarique. Comparé au lot témoin d’agneaux, le produit encapsulé distribué a
hauteur de 10% de I'ingéré a entrainé une diminution de 75% de la production de CHj4 et
une augmentation de 1’efficacité alimentaire de 20% (gain de poids (g) par kg ingéré). Sur
le plan réglementaire, bien que ces acides soient largement employés en alimentation
humaine et chez les animaux monogastriques, leur utilisation comme additif en
alimentation des ruminants devra faire 1’objet d’une autorisation délivrée par I’autorité

européenne EFSA (cf. directive N°1831/2003).

De nombreux autres additifs chimiques ont été testés comme par exemple les
peptides riches en acides aminés soufrés (thiopeptine, thiopeptide A, le 9,10
anthraquinone, 1’acide 2-bromoethanesulfonique (BES), les analogues halogénés du
méthane (chloroforme, hydrate de chloral, bromochlorométhane, bromure de méthylene)
ou encore les sulfates et nitrates. Mais ces différents additifs sont peu prometteurs en
termes d’utilisation sur le terrain pour le moment, car leur efficacité in vivo est mal connue,

limitée et/ou transitoire, et le risque de toxicité qu’ils présentent est potentiel ou prouvé.
I11.1.1.c. Les extraits de plante

De nombreux essais sont actuellement conduits dans le monde sur les extraits des
métabolites secondaires des plantes, utilisés comme moyen de manipuler la fonction
digestive des ruminants. Certaines plantes ou extraits de plantes peuvent en effet modifier
I’orientation des fermentations ruminales par leurs propriétés bactéricides et avoir des
effets voisins de ceux obtenus avec les antibiotiques (Busquet et al., 2005). Contrairement
aux antibiotiques et aux additifs chimiques, ce type de produit bénéficie d’une bonne
image en raison d’une origine naturelle. Les études sur les extraits végétaux ont été
réalisées essentiellement in vitro. Ainsi, les extraits d’ail, de piment, de yucca et de
cannelle (Cardozo et al., 2004), le sérum de luzerne obtenu apres pressage de luzerne

fraiche et élimination des protéines par floculation (Jouany et al., 2005), et les extraits de
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rhubarbe et de bourdaine (Garcia-gonzalez et al., 2006) ont provoqué une diminution de la

méthanogeneése.
111.1.2 Manipulations biotechnologiques de I’écosystéme microbien ruminal
I11.1.2.a. La défaunation (élimination des protozoaires) du rumen

L’élimination des protozoaires du rumen permet a la fois de diminuer la production
d’hydrogene et de supprimer la fraction d’archae méthanogenes fixée a la surface et dans
les cellules des protozoaires ciliés, ce qui explique la baisse de la méthanogenése de 30 a
45% généralement observée apres défaunation du rumen (Vermorel et Jouany, 1989).
Cependant, des etudes récentes conduites a I'INRA ont montré que leffet de la
défaunation sur la production de methane disparait apres une longue période (environ 12
mois selon Ranilla et al., (2004). En outre, la défaunation améliore la digestion de 1’azote

mais diminue celle des parois végétales.

Une technique de vaccination de ruminants contre les méthanogenes a été
développee en Australie, elle a permis de réduire de 8% la production de méthane sans
effet négatif apparent sur les animaux. Le vaccin ne serait toutefois efficace que sur une
fraction des archae-méthanogenes et I’effet a long terme n’est pas connu (Hegarty, 2001;
Wright et al., 2004).

111.1.2.b. Modification du systéme d’élevage

Le méthane étant principalement formé au niveau du rumen, on peut admettre que sa
production sera étroitement liée a la quantité de matiére organique fermentée dans ce
compartiment digestif. Toutefois cette tendance est a moduler en fonction de la
composition chimique des régimes. Par ailleurs, I’augmentation du niveau d’ingestion des
animaux réduit le temps de séjour des aliments dans le rumen, ainsi que la part de la
digestion de la matiére organique dans le rumen et, de ce fait, la méthanogenese
(Vermorel, 1995b).

111.1.2.b.1. Au niveau de la ration

= Les concentrés
Par opposition aux glucides des parois végétales, ’amidon est a 1’origine d’une
orientation des fermentations ruminales vers la formation de propionate qui mobilise

I’hydrogeéne métabolique et diminue la production de méthane. En outre, 1’addition
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importante ou la substitution de concentré a un fourrage entraine une diminution de la
digestion des parois végétales dans le rumen (interaction digestive négative) et donc de la
méthanogenése. Ceci a largement été démontré, par exemple par Webster et al., (1975) qui
ont observé que I’émission de méthane par des moutons, rapportée a 1’énergie brute
ingérée, était réduite de moitié entre une ration de graminées et une ration a 80%d’orge.
Les pertes énergétiques sous forme de méthane (exprimées en % de 1’énergie brute ou
digestible) diminuent de fagon curvilinéaire avec la quantité de concentré dans la ration.
Elles sont relativement constantes pour des niveaux d’apport de concentré faibles, mais
elles chutent au-dela de 40% de concentré dans le régime. Si ’on considére maintenant la
nature du concentré, les concentrés riches en amidon (orge, blé, mais) ont un effet
dépressif sur la méthanogénése plus important que les concentrés riches en parois
digestibles (pulpe de betterave). Chez la vache laitiére, le remplacement des pulpes de
betteraves (70% de la ration) par de ’orge a entrainé une diminution de 34% des pertes

d’énergie sous forme de méthane (Beever et al., 1989 ; Vermorel, 1995b).

Les lipides peuvent remplacer partiellement les céréales pour accroitre le niveau
énergétique de la ration. Ils présentent ’avantage de ne pas modifier le pH ruminal et de
pouvoir diminuer la méthanogenese (Jouany, 1994) mais également, lorsqu’ils sont riches
en acides gras polyinsaturés, d’améliorer la valeur santé des produits animaux consommés
par ’homme (Chilliard et al., 2001). L’inhibition de la méthanogenése dépend de la nature
et de la quantité de lipides ajoutés, les acides gras étant plus efficaces que les triglycérides,
et les acides gras longs polyinsaturés (en particulier ’acide linolénique, ALA) étant plus

actifs que les acides gras saturés ou monoinsatures.

D’un point de vue pratique, la graine de lin peut étre utilisée dans I’alimentation des
ruminants. Un apport de lin a diminué la production de CH4 de 38% chez des moutons a
’entretien recevant une ration de foin supplémentée avec 5% d’huile de lin (Czerkawski et
al., 1966) et de 10% chez des agneaux supplémentés avec 2,5% de lipides du lin
(Machmidiller et al., 2000). La quantité d’hydrogene utilisée pour réduire les acides gras
insaturés n’intervient que de maniere trés limitée dans la diminution de la synthése de
méthane. Les lipides limiterait la méthanogenése en inhibant les micro-organismes
producteurs (protozoaires, bactéries cellulolytiques) et/ou utilisateurs (archae-bactéries) de

I’hydrogene ruminal.
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Les acides gras saturés a chaine moyenne comme le C12:0 et le C14:0 présents dans
I’huile de coprah ou de palmiste ont aussi des effets négatifs importants sur la population
des archae-bactéries et des protozoaires et donc sur la production de méthane in vivo
(Machmuller et al., 2003) et in vitro (Soliva et al., 2004). Des matiéres grasses peuvent
étre ajoutées a la ration des ruminants dans le but d’augmenter I’apport en énergie. Dans le
rumen, ces matiéres grasses réduisent la digestibilité des autres constituants de la ration, en
particulier les glucides structuraux. Plus spécifiqguement, les acides gras alimentaires
empéchent ’attachement des bactéries cellulolytiques sur les particules d’aliment, ce qui

réduit leur efficacité.

Les acides gras polyinsaturés pourraient également exercer un effet toxique
directement sur les populations bactériennes. Ces inhibitions s’accompagnent ainsi d’un
accroissement du pourcentage d’acide propionique dans le contenu ruminal et d’une
réduction des eémissions de CHa4 (Bauchart, 1981). Les lipides ont un effet persistant sur la
méthanogénése mais ils peuvent également avoir une action négative sur la digestion de la
matiére organique et plus particulierement de la fraction cellulosique de la ration dans le
rumen lorsque ceux-ci sont incorporeés a des niveaux importants (> 6% MS ingérée), ce qui
peut constituer un facteur limitant & leur utilisation (Ikwuegbu et Sutton, 1982). A titre
d’exemple, une étude réalisée chez le mouton a montré qu’une augmentation d’un point du
pourcentage de matieres grasses ajoutées aux rations s’accompagnait d’une diminution de
2,6 % de la production de CH4 (Giger-Riverdin et al., 1992). Il faut toutefois veiller a ce
que I’effet inhibiteur sur la digestibilité de la ration n’affecte pas de fagon trop importante

I’efficacité alimentaire des animaux.

= Lesfourrages

Une herbe paturée au stade début épiaison entraine une émission de méthane plus
faible de 10% que la méme herbe paturée a un stade avancé, et donc plus riche en parois et
moins digestible (Pinares-patifio et al., 2003). L herbe jeune paturée contient également
des lipides et, bien que sa teneur soit plus faible que celle du lin, les apports en lipides
qu’elle représente peuvent étre significatifs puisqu’elle peut constituer la totalité de la
ration du ruminant. Un ensilage d’herbe récolté en coupe directe est également riche en
acide linoléique. De plus, les quantités ingérées élevées et le transit rapide de I’herbe dans
le rumen favoriseraient une diminution de la méthanogénése. Ces fourrages sont donc

susceptibles de limiter la méthanogénése, mais cela n’a pas été démontré. Les résultats
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cités ci-dessus vont toutefois dans ce sens, I’effet des lipides et du temps de séjour

s’ajoutant a I’effet de la faible teneur en parois dans le cas de 1’herbe jeune.

Les variations de digestibilité n’expliquent pas toutes les différences entre fourrages.
L’introduction des Iégumineuses a permis une diminution de 10% de la production de CH4
par kg de poids sur des bovins viande paturant une prairie composée de 70% de luzerne et
30% de graminées ou de 100% de graminées (Mccaughey et al., 1999). Cet effet pourrait
s’expliquer par un niveau d’ingestion plus €levé et un temps de sé€jour dans le rumen plus
faible avec la luzerne. De plus, certaines légumineuses (sainfoin, lotier, sulla...) ont la
propriété d’étre riches en tanins condensés qui limitent a la fois la dégradation des
protéines alimentaires et la méthanogénése ruminale. A titre d’exemple, le lotier et le sulla
ont diminué, de 50 et 30% respectivement, la méthanogénése (exprimée en g CHa/kg gain
de poids) chez des agneaux en croissance Ceci s’expliquerait par un effet direct des tanins
sur Iactivité des archae-méthanogénes et par un effet indirect en diminuant la digestion

des parois végétales (Tavendale et al., 2005 ; Waghorn et Clark, 2006).
111.1.2.b.2. Sélection génétique des animaux

La sélection génétique basée sur I’amélioration de I’efficacité¢ alimentaire devrait
logiquement aboutir & des animaux qui valorisent mieux 1’énergie des rations et qui
produisent donc moins de méthane. Une sélection orientée plus spécifiquement sur la
capacité des animaux a produire moins de méthane. Différents critéres physiologiques

peuvent étre impliqués dans cet objectif :

v Le temps de séjour des aliments

Le temps de séjour des aliments dans le rumen (TSR) est un paramétre connu pour
influencer la méthanogénése. Une diminution du TSR limite le temps de contact des micro-
organismes avec les aliments et, par voie de conséquence, les fermentations ruminales et la
production de gaz. La digestion des aliments, en particulier des parois végétales, est alors
affectée. Le TSR est une caractéristique propre a chaque animal pouvant expliquer jusqu’a
1/3 des variations individuelles de production de méthane (Okine et al.,, 1989 ;
Pinarespatifio et al., 2000). Une diminution de 30% de la méthanogénese a été mesurée
lorsque le TSR diminue de 15% (Okine et al., 1989). Ce phénoméne est d’autant plus
important que le régime est riche en concentré (Vermorel, 1995b). La sélection d’animaux

a faible TSR pourrait donc étre un moyen de réduire la production de CHa.
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Parallelement, une diminution du TSR favorise la production de propionate (voie
consommatrice d’hydrogeéne) et la croissance microbienne dans le rumen. La sélection

d’animaux sur le TSR présenterait donc de multiples avantages de production.

v Capacité de valorisation d’une ration
Il existe des variations individuelles entre animaux concernant leur capacité a
valoriser une ration (Arthur et al., 2001). L’idéal serait donc d’arriver a sélectionner des
animaux qui consomment moins d’aliments (et donc produisent moins de CHa4) que leurs
congeéneres tout en assurant un niveau de production comparable. Okine et al., (2001) ont
évalué a 21% la réduction des émissions annuelle de méthane par de tels animaux.. Un tel
objectif a été atteint en deux générations sur une race australienne de bovins viande (- 1,2

kg MS ingeérée/kg de gain de poids) (Hegarty, 2002).

v/ Capacité a produire peu de CH4

Pour une espéce animale recevant un méme régime, des variations
individuelles de production de CHs par unité d’aliment ingéré de I'ordre de 30 a
60% ont été rapportées (Demeyer, 1991 ; Lassey et al., 1997). Cette variabilité
individuelle pourrait étre due a wun profil microbien ruminal différent entre
animaux, en termes de composition et d’activité métabolique, et/ou a des
differences d’ordre physiologique (TSR). Si ce phénoméne s’avére persistant dans
le temps, et donc é&tre une caractéristique propre de I’animal, des recherches
orientées sur la sélection d’animaux faiblement producteurs de CHa pourront étre
envisagées. Les données bibliographiques sur ce dernier point sont contradictoires
et ne permettent pas de conclure si cette différence individuelle de production de
CHs est un phénoméne transitoire (Pinares-patifio et al., 2006b) ou permanent
(Goopy et Hegarty, 2006).

En conclusion, il est important de souligner que les criteres de sélection des
bovins sont multiples, et qu’a I’heure actuelle ils sont essenticllement orientés
vers des criteres de production de lait ou de viande, éventuellement de qualité des
produits.

111.1.2.b.3. Modulation du nombre d’animaux ou du mode de production

La réduction de la méthanogénése n’est certainement pas le facteur décisif
qui conduira I’éleveur a un changement radical de ses méthodes de production.

Cependant, une modulation du nombre d’animaux dans le troupeau ou du cycle
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de production est un moyen de diminuer leurs émissions de méthane lorsque
celles-ci sont rapportées a I’'unité de produit animal élaboré (lait ou viande).

Diminuer le nombre d’animaux pour une production donnée comme
I’énergie perdue sous forme de méthane diminue avec le niveau de production de
I’animal, il est préférable, pour une production donnée ou imposée (quotas laitiers
par exemple), d’utiliser peu d’animaux a haut niveau de production, plutdét que
beaucoup d’animaux a faible niveau (Martin et al., 2006). Sauvant (1993) a
estimé les émissions de méthane ramenées au litre de lait produit pour deux
troupeaux produisant la méme quantité totale de lait. Le premier, composé de 60
vaches a 4 000 litres de lait/an émettrait 109 kg de CHa/vache/an soit 28 g de
CHa/l de lait. Le deuxieme troupeau composé de 24 vaches a 10 000 | de lait/an
émettrait 146 kg de CHa/vache/an soit 15 g/l de lait. La quantit¢é de méthane
émise par litre de lait est donc diminuée de moitié par une réduction de 2,5 du
nombre d’animaux du troupeau. Ceci entraine bien sdr une intensification du
mode de production, I'augmentation de la productivit¢ des vaches allant de pair

avec un accroissement de la proportion de concentré dans la ration.

v' Chargement au paturage

Le niveau de chargement d’une parcelle (1,2 vs 2,1 bovins de 450 kg par
ha) n’a pas modifié significativement la production individuelle de CHas mesurée
pendant deux saisons consécutives de paturage. Rapportées au poids de I’animal,
les émissions de CHjs étaient eégalement comparables entre les deux traitements
(Pinares-patifio et al., 2006a). Si ces resultats se confirment et que la qualité du
couvert végétal exploité extensivement n’est pas altérée sur le long terme, un tel
mode de gestion des surfaces herbagéres apparait intéressant car en accord avec la

demande sociétale actuelle.

v" Moduler le mode de production
Pour les bovins viande, la quantité de méthane émise par kilogramme de
carcasse augmente avec la durée d’engraissement en raison de la diminution de la
vitesse de croissance avec I’dge de [I’animal. L’engraissement d’un taurillon
jusqu’a 19 mois (700 kg) entraine I’émission de 580 litres CHa/kg carcasse alors
que celui d’un beeuf de 40 mois (690 kg) est a l'origine de 2 fois plus de CHa

(1040 I/kg carcasse ; Vermorel, 1995a). Cette proposition contribue a améliorer
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Iefficacité alimentaire dans son ensemble et va dans le sens d’une intensification
de la production de jeunes animaux.

Pour des vaches laitieres d’un niveau de production donnée, une diminution
de la méthanogénése par litre de lait passe par une augmentation du nombre de
lactations au cours de la carriecre de I’animal. Diminuer le taux de réforme des
vaches implique pour Iéleveur de diminuer le nombre de génisses de
remplacement dans le troupeau. De ce fait, I’impact de la production de CHs par
les génisses non productrices de lait pendant la période d’élevage est réduite.
Johnson et al., (2002) ont calculé qu’une diminution de 10% du taux de réforme

diminue de 5% la production de CHa.

111.1.2.b.4. Intensification du systéme d’élevage

L’augmentation du niveau d’ingestion et celle du pourcentage de concentré
allant dans le sens d’une réduction de la méthanogénése, il est clair que
I’intensification de la production, passant en particulier par une augmentation du
niveau de production des animaux, contribue a limiter la quantité de méthane
rapportée a l'unité de produit animal (litre de lait ou kg de viande). Johnson et al.,
(2000) ont comparé deux systemes de production laitiers (californien et néo-
zélandais) se différenciant par le niveau de production des animaux (8 984 vs 3
444 kg lait/an, respectivement), leur niveau d’ingestion (17 vs 11 kg MS ingérée
respectivement) ainsi que par la composition de la ration distribuée aux animaux
(50% fourrages + 50% concentré vs 100% paturage, respectivement). Par rapport
au systeme néo-zélandais, les émissions quotidiennes de méthane par animal
mesurées dans le systéme californien sont 1,5 fois plus importantes du fait de la
plus grande quantité et qualité d’aliments ingérés. Cependant, la quantité de lait
produite par animal avec le systeme californien est 2,6 fois plus importante.
Aussi, rapportée au kg de lait produit, la quantité de méthane émise par les
animaux du troupeau californien a été 37% plus faible que celle du troupeau néo-
zélandais. La méme démarche a été appliquée par MCCRABB (2002) en systéme
de production de viande bovine. Il a estimé que I’incorporation de céréales dans la
ration pendant 80 jours aprés la saison de paturage serait a lorigine d’une
diminution de CHs par kg de viande de 34 & 54% sur la période de finition.

Estimées sur la base de l'unité de produit, litre de lait ou kg de viande, les
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émissions de CHs; sont donc sensiblement diminuées par une intensification du
systtme de production. L’encouragement a [’intensification des productions pour

réduire la méthanogénese reste toutefois discutable pour les raisons suivantes :

v'L’intensification des productions est en opposition avec la demande de la
société qui aspire a une production animale plus “naturelle” et de qualité.
En outre, I’alimentation a base d’herbe a un impact positif sur la valeur
nutritionnelle (Martin et al., 2004) et sensorielle (Martin et al., 2005) des
produits animaux.

v' L’augmentation de la part de concentré dans la ration des ruminants est un objectif
difficile a atteindre puisque les teneurs en concentré sont déja importantes. De
plus, ce type de ration hautement énergétique est considéré comme “risqué” pour
la santé de I’animal car souvent associé a des pathologies plus ou moins connues
d’ordre digestif, métabolique ou autre (acidose, atteinte hépatique, boiterie,
mammite, diarrhées...) (Enemark et al., 2002).

v Enfin, il est important de prendre en compte la demande mondiale accrue en
céréales et oléoprotéagineux pour ’alimentation humaine et la production d’énergie
renouvelable. A 1’avenir, les ruminants devraient d’abord valoriser les surfaces non
labourables. Dans le cas contraire, ils seraient encore plus taxés de transformateurs

peu efficaces (Martin et al., 2006).
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Chapitre I11. Principales caractéristiques d’Eucalyptus globulus et Olea europaea

I. Eucalyptus globulus
I.1. Historique

L'Eucalyptus globulus Labill. (Du nom de Labillardiére le voyageur francais qui le
découvrit en 1800 lors d'un voyage en Australie) est une espéce tres cultivee, pris

rapidement une grande extension en Algérie entre 1860 et 1870 (Boudy, 1952).

L ’Eucalyptus, comme exotique, a déja une longue histoire (Métro, 1955). C'est a
partir de 1850 que les Eucalyptus ont été introduits par les Francais en Algérie, avec I'E.
camaldulensis Dehn. Comme espéce pionniere. Mais, la plantation massive de ces arbres a
eu lieu, entre 1865 et 1963, au début. Les Eucalyptus ont été plantés a titre exceptionnel

pour I'assechement des marais (Mehani, 2006).

Cest vers les années 1960 et 1970 qu'on commencé le reboisement a base
d'Eucalyptus a I'Est du pays (EL-Kala, Annaba, Skikda) au centre (Tizi-ouzou et Bainem)
et a I'Ouest (Mostaganem), dans le but de répondre aux besoins nationaux en produits
ligneux et avec un capital d'environ 130 espéces. La plantation d'Eucalyptus a continué
jusgu'en 1982 ou il a été mis fin a la production des plantes en pépiniere et par conséquent
a leur plantation (Mehani, 2006).

* Etymologie

«Eu» est un prefixe dorigine grecque et signifiant «bien» et «Kalyptos» veut dire
«couverture». Le nom générique signifie donc : «bien couvert», car les pétales et sépales

sont soudés.
* Les noms vernaculaires
- Calitouss « le nom le plus connue en Algérie ».

- Calibtus, Kafor. Ces noms sont les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans

plusieurs différentes régions.
* Le Nom commun
- Gommier bleu fait allusion a la gomme résineuse qu'ils exsudent quand ils sont blessés.

- Arbre a la fiévre dans les régions ou ils sont plantés en prévention du paludisme.

¢
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1.2. Classification dans la systématique botanique

Bel arbre des Angiospermes, dicotylédones. L’Eucalyptus globulus appartient aux
Myrtacées qui constituent la famille la plus importante de 1’ordre des Myrtales. Elle est trés

ancienne et peut étre suivie jusque dans le crétacé inférieur.

D’aprés la classification scientifique APG (Angiospéres Phylogeny Group)
(Guignard, 2001), le gommier bleu appartient a :

Tableau 5 : Classification d’Eucalyptus globulus (Guignard, 2001).

Régne Végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicotes
Sous —classe Rosideés
Ordre Myrtales
Famille Myrtacées
Genre Eucalyptus
Espéce Eucalyptus globulus

1.3. Description d’Eucalyptus globulus
1.3.1. Aspect général

L’Eucalyptus est trés varié. Pour une méme espece les formes peuvent aller du
buisson si les conditions édaphiques et climatiques sont défavorables, au peuplement
forestier avec des arbres de hauteur de 30 & 50 metres en conditions favorables. Certains
individus peuvent atteindre 130 metres de haut et ils constituent également les
angiospermes les plus grands du monde. Certaines especes existent également sous forme
de « mallée », terme australien qui désigne un arbre présentant plusieurs tiges partant d’un

méme lignotuber ou organe souterrain lignifié.

La croissance des Eucalyptus est continue car ils n’ont pas d’endormance
contrairement a la plupart des espéces ligneuses. 1ls sont opportunistes, c'est-a-dire que leur

croissance dépend essentiellement de la température moyenne. Elle est maximale en
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condition favorable mais ralentie voire nulle en condition de stress abiotique tel que le
froid ou la sécheresse. Par contre les Eucalyptus sont trés réactifs aprés les stress. D’une
part, les bourgeons végétatifs actives tres rapidement aprés blessure donnent de nouvelles
tiges. Dans le cas des incendies, la trés forte température de I’incendie favorise la
germination des graines enfouies dans le sol, permettant une reprise de végeétation
beaucoup plus rapide que la plupart des autres plantes. Cette réactivité explique la
compétitivité des Eucalyptus pour 1’occupation de I’espace, en particulier aprés les

incendies, qui ont toujours éte trés fréquents en Australie.
On peut retenir la classification suivante par rapport a la taille adulte
. Petits Eucalyptus si moins de 10 metres
. Moyens Eucalyptus entre 10 et 30 meétres
. Grands Eucalyptus entre 30 et 60 metres
. Trés grands Eucalyptus de plus de 100 métres

Les Eucalyptus occupent une place trés importante dans la ligniculture a 1’échelle
mondiale en raison de leur rapidité de croissance (plusieurs métres par an) et de la qualité
de leur fibre (Melun et Nguyen, 2012). Les Eucalyptus ont des capacités de survie et de
croissance exceptionnelles, ce qui leur permet de coloniser des terrains nus dévastés par les
feux, les inondations, 1’activité volcanique, grice notamment aux graines petites et

nombreuses.

Arbre dont la longévité se situe entre 400 et 700 ans dans son aire naturelle et

capable de vivre jusqu’a 150 ans lorsqu’il a été introduit.

La plupart des Eucalyptus ont des feuilles persistantes. (Jacob, 1936) insiste sur la
duree de vie de ces feuilles qu’il estime remarquablement courte comparée a celle des
aiguilles de pins ou de sapins qui peuvent rester actives pendant huit années. Comme les
autres membres de la famille des myrtacées, les feuilles d'Eucalyptus sont couvertes de
glandes a huile. L'abondante production d'huile est une caractéristique importante de ce
genre. Une autre caractéristique des Eucalyptus réside dans le fait qu’aux divers stades du
cycle de développement, les feuilles ont des formes différentes. Penfold et Willis (1961)

notent cing types morphologiques :
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- Feuilles cotylédones

- Feuilles de pépiniéres (5 a 10 paires)
- Feuilles juvéniles

- Feuilles intermédiaires

- Feuilles adultes.

Il semble que 1’accumulation de feuilles mortes au pied des arbres soit toxique a
toute autre forme de végétation, mais cela serait aussi le résultat d’un asséchement de la

surface du sol autour de ces grands arbres gros consommateurs d’eau.

Figure 10 : Eucalyptus globulus (Albert, 2015).

1.3.2. L’écorce

L’écorce est de couleur et de texture variable. Souvent elle présente plusieurs
couleurs, comme un platane, et se détache en lambeaux qui tombent au sol, mais 1’écorce

peut étre aussi dure, fibreuse, floconneuse, lisse (Ghedira, 2008).
1.3.3. Feuilles

Les Eucalyptus globulus ont en majorité des feuilles persistantes et falciformes,
couvertes de glandes a huile, dont le parfum caractéristique se répand aprés une pluie. La
plupart des espéces ont la particularité d’avoir deux formes de feuilles selon leur age : sur
I’arbre jeune elles sont ovales, glauques a bleutées et opposées sur la tige, puis elles
deviennent alternes, allongées, plutdt vertes sur 1’arbre adulte. Certaines especes gardent

toute leur vie les mémes feuilles, d’autres gardent longtemps les feuilles juvéniles.
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Autre caractéristique des feuilles d’Eucalyptus globulus, elles sont souvent
positionnées a la verticale par rapport aux rayons du soleil. C’est une adaptation pour
permettre la photosynthése sur les deux faces, et pour limiter 1’évapotranspiration, car les
feuilles possedent une couche de cellules palissadiques sur chacune de leurs faces ces
cellules palissadiques contiennent les chloroplastes permettent la photosynthése et les

stomates sont également présents sur chaque face des feuilles (Ghedira, 2008).
1.3.4. Fleurs

Elles ont de trés nombreuses étamines a de couleur blanche. Au départ, les étamines
sont enfermées dans un étui fermé par un opercule (d'ou le nom d'Eucalyptus du grec eu:
bien et kaluptos: couvert) formé par la fusion des pétales et, ou, des sépales. Pour un méme
sujet, les opercules peuvent avoir différentes formes. Lorsque les étamines grandissent,
elles soulévent l'opercule et s'étalent pour former la fleur. La floraison peut survenir a
différentes périodes de I’année, selon le climat. La pollinisation des fleurs se fait
principalement par les insectes, attirés par le nectar. Les fleurs d'Eucalyptus constituent la

source de nectar la plus abondante pour la production de miel en Australie (Ghedira, 2008).

Figure 11 : Fleurs d’Eucalyptus globolus (Albert, 2015)
1.3.5. Fruits et Graine

Les fruits d’Eucalyptus globulus sont formés par le développement du réceptacle
ainsi que de I'ovaire qui s’y attache. IlIs contiennent un nombre important d’ovules. Une
partie de ces ovules seront fécondés par des grains de pollen distincts, lors de la
pollinisation, mais ils ne le seront jamais en totalité. Aprés la fécondation, les graines vont

se développer et faire grossir le fruit. Les fruits a maturité ont la forme d'un céne, ils sont
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secs, et de couleur brune. Ils ont également des valves qui se soulévent pour laisser
échapper les graines lors de leur chute sur le sol. La plupart des especes ne fleurissent pas
avant l'apparition du feuillage adulte, sauf pour Eucalyptus cinerea et Eucalyptus
perriniana. Un nombre élevé de semences de petites tailles, procure a 1’Eucalyptus une
importante aptitude a coloniser des terrains dénudés, méme si les conditions y sont
difficiles. Un nombre important des graines va mourir suite a ces conditions, mais

quelques-unes vont survivre et perpétuer 1’espéce (Ghedira, 2008).

Figure 12 : Fruits et graines d’Eucalyptus globulus (Albert, 2015)
1.3.6. Racines
Le systeme racinaire comprend deux parties :

- Un pivot central important s’enfongant jusqu’a 2,20 m et mesurant, a 80 cm de
profondeur, 35 cm de diametre. A partir de ce niveau, il se divise en 6 grosses racines
ayant de 6 a 12 cm de diametre chacune, descendant parallélement. Giordano (1968)
signale, en sols sableux, et dans le cas d’E. globulus des pivots atteignant 4 m de

profondeur.

- Une grande concentration de racines a la base du tronc d’ou partent 8 racines
latérales. Dans les 40 premiers centimetres du sol, se trouve un réseau latéral dense avec un
maximum de racines en surface. Certaines atteignent plus de 3 m de longueur ; il y a de
véritables enchevétrements avec celles des arbres voisins, mais aucune greffe n’a été
constatée. Bisset et Shaw, 1964 ; Jacob, 1955).

La plupart des Eucalyptus posséde également des organes protecteurs souterrains

appelés lignotubes. Cet organe est un renflement des racines qui contient des réserves
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nutritives comme 1’amidon. Cette plante indigéne de 1’Australie a évolué dans un
environnement difficile et aride. Les lignotubes permettent a I’Eucalyptus d'engendrer de
nouvelles pousses si une perturbation majeure détruit (feu ou de gel par exemple), en partie
ou en totalité, les parties aériennes de 1’arbre. Les lignotubes favorisent donc la survie des

espéces d’Eucalyptus qui possédent cette adaptation.

Figure 13 : Racines d’Eucalyptus globolus (Albert, 2015)

1.4. Les différents composés de I’Eucalyptus globulus
Eucalyptus globulus contient différents types de composés parmi eux :

» Huiles essentielles : elle a de remarquables propriétés antiseptiques et broncho-
dilatatrices. Le principe actif est le cineol, ou eucalyptol, mais I'huile essentielle est
globalement plus efficace que le principe actif isolé.

» Flavonoides : se sont des phénols sous forme des métabolites secondaires qui prennent les
pigments jaunes, ils sont présents dans toutes les organes de la plante : feuilles, fleurs,
graines, racines. Les flavonoides de [’Fucalyptus se présentent souvent sous forme
d’hétérosides, solubles dans 1’eau (localisés généralement dans les vacuoles cellulaires) ou
solubles dans les solvants apolaires (situés dans le cytoplasme) , ces hétérosides existent
sous forme d’un flavonol qui est la quercetine.

» Tanins (Padrini et Lucheroni, 1996).
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I.5. Intéréts et utilisations des feuilles d’Eucalyptus globulus

Les gommiers bleus revétent une importance considérable a 1’échelle de 1’économie
forestiere mondiale. Ils ont bien démontré une capacité de production assez supérieure a
celle enregistrée en Australie (Métro, 1963 ; Lanier, 1986). Des plantations de bios dur
d’intensité trés élevée ont été établies avec succes au Brésil, en Californie et bien ailleurs.
Les gommiers bleus présentent, incontestablement, les plus importantes plantations du bios
dur dans le monde (Turnbull, 1991). Doté d’une grande adaptabilité et d’une croissance
rapide, le gommier bleu présente un large éventail d’utilisation. A Madagascar, la liticre de
feuilles d’Eucalyptus globolus décomposées constitue une source de revenus non
négligeable pour les femmes et les enfants (Bertrand, 1992). Puisque ceci se récolte et se

vend comme engrais de complément (Rakotavao, 1995).

Du point de vue écologique, les gommiers bleus sont plantés le long des vergers dans
les régions productrices de fruits. Leurs fleurs attirent les abeilles et la pollinisation est
nettement améliorée. En plus, ceci favorise la production de miel de trés bonne qualité. Au
Soudan, les Eucalyptus globulus plantés pour protéger les récoltes contre les vents de
sable. Cet arbre a servi I’humanité grace aux puissantes émanations de ses feuilles et a sa
capacité de pomper d’impressionnantes quantités d’eau. Assainissant de ce fait les marais,
les sites de reproduction des insectes ont été fortement réduits. On outre, cet arbre a été

choisi pour répondre a plusieurs fins :

-Production destinée a 1’industrie papetiére en Algérie (Villagran et Kadic, 1981) et dans

d’autres pays.
-Fourniture de la matiere premicre a I’industrie du bois (Anonyme, 1986).

- Approvisionnement énergétique en bois de feu et en charbon (Charries, 1980 ; Bertrand,

1989) et approvisionnement de chemin de fer (Bertrand et Le Roy, 1991).

On utilise les feuilles en infusion, en inhalation, fumigation et sous forme de
cigarettes L’Eucalyptus globulus est un antiseptique et un antispasmodique des voies
respiratoires, sédatif, hypoglycémiant, antirhumatismal, stimulant et vermifuge
(Sijelmassi, 1991).

L’extraction d’huile essentielle est réalisée a partir des feuilles et rameaux (Padrini et

Lucheroni, 1996), on [I'utilise donc pour soigner les maladies de refroidissement, le
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diabete, les douleurs rhumatismales, certaines affections des voies urinaires, les migraines,

les sinusites et les vers intestinaux (Perroti et al., 1999).
I1. Olea europaea
11.1. Historique

Selon Henry (2003) les historiens et les Archeéologues ne soient pas unanimes sur le
pays d'origine de l'olivier, cet arbre a incontestablement trouvé en Méditerranee, les
conditions naturelles, la contrainte climatique, auxquelles il s'est parfaitement adapté donc
I’expansion de D’olivier est liée a I’installation du climat méditerranéen. Le climat
M¢éditerranéen est apparu progressivement depuis 10.000 ans avant notre ere, 1’olivier
s’installant d’abord en Méditerranée orientale, apres s’étendre, durant plusieurs millénaires
a I’Ouest et au Nord du bassin Méditerranéen (Amouretti et Comet, 2000). On en trouve
des témoignages dés le quatrieme millénaire avant notre ére, et méme selon certain depuis
10.000 ans (Artaud, 2008).

Cette essence originaire d’Asie Mineure ou la Crete. Les premieres traces que 1'on a
de cet arbre datent de 37.000 ans avant Jésus Christ, sur des feuilles fossilisées découvertes

dans les Tles de Santorini en Grece (Henry, 2003).

Des études biologiques montrent que 1’olivier sauvage existait au Sahara environ
11.000 ans avant notre ére. Les dernieres analyses des pollens de différents arbres a
feuillages caducs et dominants semblent montrer que ce changement climatique s’est
développé environ 8.000 ans avant notre ere, au Sud-Est de 1’Espagne, remontant
lentement vers le Nord. Dés 3.000 ans avant Jesus-Christ, I'olivier est cultivé en Egypte,

Syrie, Palestine et la Phénicie.

Vers 1600 ans avant J-C, les Phéniciens diffusent l'olivier dans toute la Gréce. A
partir du VVléme siécle avant J-C, sa culture s'est étendue a tout le bassin Méditerranéen en
passant par la Lybie, la Tunisie, la Sicile puis en Italie. Les Romains, lors de leurs
conquétes, poursuivent la propagation de l'olivier dans tous les pays cétiers de la
Méditerranée (Henry, 2003).

* Etymologie

Cet arbre (Olea europaea), de la famille des Oléacées, ne comprend aucun surnom

particulier.
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11.2. Classification dans la systématique botanique De I’olivier (Olea europaea)

La classification botanique de I’arbre de 1’olivier selon Cronquist (1981) est la

suivante :

Tableau 6 : Classification d’Olea europaea (Cronquist, 1981).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Scrophulariales
Famille Oleaceae
Genre Olea
Espece Europaea

11.3. Description De I’olivier (Olea europaea)

11.3.1. Aspect général

Trés rameux, au tronc noueux, au bois dur et dense, a I'écorce brune crevassee, il
peut atteindre quinze a vingt metres de hauteur, et vivre plusieurs siécles. Cependant, sous
I'action d'animaux de pature, ou dans des zones extrémement ventées, ou exposées aux
embruns, il conserve une forme buissonnante, de défense, et maintient la forme d'une boule
compacte et impénétrable, lui donnant I'aspect d'un buisson épineux. Dans la plupart des
modes de culture, les oliviers sont maintenus a une hauteur de trois a sept metres afin de

faciliter leur entretien et la récolte des fruits (Channel, 2006).
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Figure 14 : Olivier &gé de 1.500 ans en Gréce (Channel, 2006).
11.3.2. Feuilles

Les feuilles sont opposées, ovales allongées, portées par un court pétiole, coriaces,
entieres, enroulées sur les bords, d'un vert foncé luisant sur la face supérieure, et d'un vert
clair argenté avec une nervure médiane saillante sur la face inferieure. Le feuillage est
persistant, donc toujours vert, mais cela ne veut pas dire que ses feuilles sont immortelles.
Elles vivent en moyenne trois ans puis jaunissent et tombent, principalement en été. En cas
de sécheresse, les feuilles sont capables de perdre jusqu'a 60 % de leur eau, de réduire
fortement la photosynthése et de fermer les stomates permettant les échanges gazeux pour
réduire les pertes en eau par évapotranspiration, permettant ainsi la survie de l'arbre au

détriment de la production fructi-florale.

C'est grace a sa feuille que I'olivier peut survivre en milieu aride. Quand il pleut, les
cellules foliaires s'allongent pour emmagasiner I'eau. Et, en cas de sécheresse, les feuilles
se rétractent et bloquent l'activité de photosynthese au détriment des fruits (Oussert et
Brousse, 1978).

Figure 15 : Feuilles d’Olea europaea (Anonyme 2).
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11.3.3. Fleurs

Selon Henry (2003) les fleurs sont blanches avec un calice, deux étamines,
une corolle a quatre pétales ovales, et un ovaire de forme arrondie qui porte un style assez
épais et terminé par unstigmate. Cet ovaire contient deux ovules. Les fleurs sont
regroupées en petites grappes de dix a vingt, poussant a l'aisselle des feuilles au début du

printemps sur les rameaux &gés de deux ans.

La plupart des oliviers sont auto-fertiles, c'est-a-dire que leur propre pollen peut
féconder leurs propres ovaires. La fécondation se fait principalement par I'action du vent et
la période de fertilité ne dure qu'une petite semaine par année. S'il ne pleut pas trop durant

cette période, 5 a 10 % des fleurs produiront des fruits pour une bonne production.

Figure 16: Fleurs d’Olea europaea (Anonyme 2).

11.3.4. Fruits

L’olive est une drupe, dont la peau (épicarpe) est recouverte d'une matiére cireuse
imperméable a l'eau (la pruine), avec une pulpe (mésocarpe) charnue riche en matiere
grasse stockée durant la lipogéneése, de la fin aolt jusqu'a la véraison. D'abord vert, il
devient noir a maturité complete. Le noyau trés dur, osseux, est formé d'une enveloppe
(endocarpe) qui se sclérifie I'été a partir de la fin juillet, et contient une amande avec
deux ovaires, dont l'un est généralement stérile et non-fonctionnel : cette graine (rarement
deux) produit un embryon, qui donnera un nouvel olivier si les conditions sont favorables
(Argenson et al., 1999) .
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Figure 17: Fruit d’Olea europaea (Anonyme 2).
11.3.5. Racines

Le systéme radiculaire de I’olivier est un chevelu trés dense, il a ainsi un ancrage
solide dans le sol qui lui permet de résister aux vents, a la sécheresse et a 1’érosion. Parfois
il présente de gros renflements qui sont des réserves lui permettant de faire face aux
variations climatiques (Artaud, 2008). Pour assumer au mieux ces fonctions, le systéme
radiculaire a besoin d’un grand volume de terrain a explorer, contenant de I’oxygeéne, de

I’eau et des éléments nutritifs assimilables (C.O.1, 2007).

Selon Kasraoui (2010), I’aspect définitif du systéme radiculaire dépend des

caractéristiques physicochimiques, de la profondeur, de la texture et de la structure du sol.
11.4. Les différents composés des feuilles d’Olea europaea

La composition chimique des feuilles varie en fonction de nombreux facteurs:
variété, conditions climatiques, époque de prélevement, age des plantations (Nefzaoui,
1995).

Les feuilles sont particulierement riches en carbohydrates, principalement des
polysaccharides (tel que cellulose, hémicelluloses). La matiere organique est constituée par

des protéines, des lipides, des monomeéres et polymeéres phénoliques.

Les polyméres phénoliques sont représentés par les tannins hydrolysables et
condensés et principalement par la lignine. Les teneurs en lignine varient de 14,2%
(Fegeros et al., 1995) a 30,4% (Garcia-Gomez et al., 2003) par rapport a la matiere séche.
Les tannins condensés sont présents avec un pourcentage de 1% alors que les tannins

solubles possédent une teneur de 0,3% par rapport a la matiére séche (Fegeros et al., 1995).
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Les monomeres phénoliques sont représentés par des acides phénoliques (tel que : 1’acide
caféique, I’acide syringique et 1’acide vanillique), des alcools phénoliques (tel que : tyrosol
et hydrotyrosol). Des tritérpénes (tel que 1’acide olenolique) et des flavonoides (tel que :
apigenin, lutéoline, quercetin, rutine et verbascoside) sont aussi présents dans les feuilles
d’olivier. L’oleuropéine, un secoiridoide, est le composé phénolique majoritaire dans les
feuilles d’olivier (Benavente-Garcia et al., 2000 ; Japon-Lujan et al., 2006 ; Altiok et al.,
2008). D’apres Benavente-Garcia et al., (2000), 1’oleuropéine constitue 24% des composés
d’un extrait des feuilles d’olivier. Altiok et al., (2008) ont trouvé aussi que 1’oleuropéine
représente 29%, en termes de pourcentage d’abondance dans un extrait des feuilles
d’olivier. L’extrait phénolique des feuilles d’olivier est caractéris¢é par un pouvoir
antioxydant important. Cette activité antioxydante est la résultante des synergies et
antagonismes des différentes activités des divers composés qui le constituent. Les
flavonoides (tel que la lutéoline, la rutine) sont les composés qui possedent les pouvoirs
antioxydants les plus élevés. La teneur en composés phénoliques dans les feuilles d’olivier
varie entre 2,8 mg/g de matiére séche (Altiok et al., 2008) et 44,3 mg/g de matiére séche
(Boudhrioua et al., 2009). Elle peut méme dépasser les 250 mg/g de matiére seche
(Mylonaki et al., 2008).

I1.5. Intéréts et utilisations des feuilles d’Olea europaea

Depuis I’antiquitg, les feuilles d’olivier sont employées en phytothérapie. A I’époque
Grecque, les feuilles ont été utilisées pour désinfecter les blessures cutanées. Les anciens
leur attribuaient des vertus antiseptiques et la propriété de combattre toutes sortes
d’infections. Au XIXéme siécle, on s’en servait pour combattre le paludisme (malaria).
Ces usages sont tombés en désuétude pendant un certain temps en raison de I'omniprésence
des antibiotiques. Cependant, les professionnels modernes de la santé ont commencé a
utiliser I'extrait de feuille d'olivier, en 1995, les premiers résultats furent trés positifs.
Depuis, il a ét¢é démontré que la feuille d’olivier posséde de nombreux avantages
thérapeutiques contre de nombreuses maladies et des vertus dans le maintien de la santé

globale.

La feuille d’olivier et son extrait est I’'un d’un certain nombre d'espéces de plantes
médicinales qui a été et continue d'étre étudié volumineusement. Par leurs pouvoir
antimicrobien et antiviral, les feuilles d'olivier peuvent étre bénéfique dans le traitement

des affections causées par ou associes a un virus, un rétrovirus, une bactérie ou un

<



Chapitre I11. Principales caractéristiques d’Eucalyptus globulus et Olea europaea

protozoaire. Parmi ces pathologies traitables il y a: la grippe, le rhume, les infections dues
aux candidas, la méningite, I'encéphalite, le VIH / ARC / SIDA, la fatigue chronique,
I'népatite B, la pneumonie, la tuberculose, la malaria, la diarrhée sévere, les infections des
voies urinaire et les soins dentaires. Comme un anti-oxydant, I'extrait de feuilles d'olivier
protége les vaisseaux sanguins et améliorer la circulation sanguine. Il a été montré qu'il
peut étre efficace dans la protection du cceur lors d'une l'occlusion coronaire. 1l est
recommandé aussi pour prévenir et traiter I’hypertension et 1’artériosclérose. Les feuilles
d’olivier ont été démontrées aussi possédant des propriétés anti-cancérigénes. Outre, leur
richesse en flavonoides leur attribue la propriété radio-protective. Par leurs effets sur
certains enzymes meétaboliques, les feuilles d’olivier possédent des propriétés anti-
lipidimique et sont aussi indiquées pour le traitement des diabetes. Les études réalisées sur
les effets thérapeutiques des feuilles d’olivier pour la santé sont généralement des études in

vitro uniquement quelques études in vivo ont été réalisées (Aouidi, 2012).

Les feuilles d’olivier sont aussi largement utilisées dans 1’alimentation des animaux
(chévres, veaux....). La digestibilité de la matiére organique (MO) est en moyenne de 50%,
mais varie fortement selon la proportion de rameaux dans le mélange et le mode de
conservation. Ces deux facteurs agissent de fagcon déterminante sur la digestibilité et donc
la valeur nutritive des résidus. Depuis les travaux de Maymone et al., (1950), on sait que la
digestibilité des résidus diminue fortement aprés le séchage au soleil ou I’ensilage. La
digestibilité des feuilles seches est de 30 a 50%, alors que pour les feuilles vertes, elle est
de 50 a 60%. Distribués en vert, les feuilles et rameaux sont bien ingérés par les animaux,

sans problémes d’adaptation ni de troubles.
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I. Avant propos et rappel des objectifs

Les travaux qui ont fait 1’objet de cette thése, ont été réalisés majoritairement dans le
laboratoire des analyse des aliments au Département de médecine vétérinaire et de
production animale (DMVPA) Université Federico 1l Naples en lItalie, la préparation de
nos extraits a été faite au laboratoire d’analyse des aliments au Département de technologie
alimentaire Université Batnal et pour le screening et les dosages phytochimiques des
métabolites secondaires c’était au Centre de Recherche en Biotechnologie (Crbt ) a
Constantine. Cette thése a pour objectifs principaux d’étudier I’effet de différents extraits
de deux plantes médicinales : Eucalyptus globulus et Olea Europaea riches en composés
phénoliques spécialement en flavonoides, ainsi qu'un bioflavonoide naturel sur I’activité

fermentaire du microbiote ruminal.

Dans un premier temps on s’est intéressé a 1’évaluation de la composition chimique
des deux plantes retenues pour cette étude et celle du substrat de référence par la
détermination de leurs contenus respectifs en matieres seche, en matiéres azotées totales et

en fraction pariétale.

Dans un second temps, la récupération des différentes substances bioactives
présentes dans chaque plante a été effectuée par leur affrontement a différents solvants
organiques de polarité croissante (eau, acétate d’éthyle et n-butanol. Cette partie a été
complété par un screening phytochimique et une analyse quantitative de métabolites
secondaires surtout en phénols totaux, en flavonoides et en tannins. Dans une seconde
partie, des essais de réduction de la méthanogénese ruminale in vitro ont été engagé par
I’utilisation de ces trois extraits : Eucalyptus globulus et Olea europaea a des
concentrations croissantes. Leur impact a également été établi sur divers paramétres de
fermentation ruminale a savoir (le pH, les AGV, ’'ammoniaque, la digestibilité apparente
de la matiére séche et de la matiére organique et sur la population des protozoaires). Pour
I’évaluation de I’impact de nos extraits sur la méthanogénése ruminale, un essai en
paralléle a été mené pour étudier 1’effet d’un bioflavonoide naturel (Quercétine) avec des

doses croissantes sur 1’activité métabolique du microbiote ruminal.

Dans cette partie expérimentale seront abordées aussi les modalités générales des
méthodes expérimentales in vitro et des protocoles réalisés, ainsi que les méthodes

analytiques utilisées.
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I1. Matériel végétal
I1.1. Echantillonnage et préparation du matériel végétal

La collecte des deux plantes Eucalyptus globulus et Olea europaea a été effectuée
durant ’année 2016 et les plantes ont été prélevées au stade de floraison de la région d’Ain
Beida, située dans la ville d'Oum EI Bouaghi en Algérie (35° 47'47 "de latitude Nord, 7°
23'34" de longitude Est et 1008 m d'altitude). Entre 05 et 10 spécimens de chaque espece
végétale sont prélevés afin d'obtenir un échantillon représentatif de la biomasse végétale.
Aprés leur identification par un spécialiste en botanique au sein du département des
Sciences de la Nature et de la Vie, Université Larbi Ben M’Hidi, Oum El Bouaghi, les
partie aériennes des plantes sont coupées avec des ciseaux et séchées a I’air libre et a
I’ombre jusqu’a poids constant. Les échantillons sont ensuite broyés grossiérement au
laboratoire a I'aide d'un hachoir puis broyés une seconde fois avec un broyeur muni d'un
tamis de 1 mm. Les échantillons sont ensuite conservés pour la préparation des extraits, les

analyses chimiques et les expériences de la fermentation et de digestibilité in vitro.

I11. Préparation des extraits
111.1. Procédé d’extraction

L’extraction des flavonoides est réalisée a partir de la partie aérienne des deux
plantes selon le protocole décrit par Cetkovic et al. (2007) ; Il est basée sur le degré de
solubilité des flavonoides dans les solvants organiques. Cette méthode comprend deux
grandes étapes : la premiére phase d’extraction avec le méthanol pour solubiliser
les flavonoides et la deuxieme est réalisée avec [D’acétate d’éthyle (extraction des

monoglycosides) et le n-butanol (pour solubiliser les di et les triglycosides).

L’extraction des flavonoides est effectuée a partir de la matiére seche
finement broyée par du méthanol 70%. Le macerat est filtré sur Bichner puis
soumis a une évaporation a basse pression a 35°C avec un rotavapeur
(Buchi rotavapor R-200). Le résidu est récupéré dans de 1’eau bouillante, puis filtré. Le
filtrat est débarrassé des cires, des lipides par I’hexane et de la chlorophylle par un
lavage avec du chloroforme pour obtenir une phase aqueuse. Afin de separer les
flavonoides en fractions aglycones, monoglycosides , di et triglycosides, la phase
aqueuse subit trois extractions avec [’acétate d’éthyle (récupérer certains flavonoides

aglycones mais surtout les monoglycosides), le n-butanol (récupérer notamment les
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flavonoides di et triglycosides). La phase aqueuse finale contient surtout les

flavonoides glycosylés les plus polaires (figurel8).

Matiere vegétale

e Macération a froid dans un mélange
Méthanol/H,O (70%) 3 fois 24h et la
quatrieme a chaud

e Filtration
éthanolique

4q---=-=-=-=--

Extrait

e Evaporation
e Dilution avec du I’eau distillé chaude
e Filtration

S,

Filtrat

e Ajout de n - hexane

1
:
I
I e Décantation

: Phase d’Hexane
Ajout de chloroforme

Décantation
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Ajout de n-butanol

I
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I

I

I
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Figure 18 : protocole d’extraction des flavonoides (Cetkovic et al., 2007).
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111.2. Rendement des extractions

Le rendement d’extraction est déterminé par rapport a 450 g de la matiére végétale
initiale (broyat des feuilles seches). 1l correspond a la différence entre le poids du ballon

plein (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) :

R % —Pl_szmo]
°~ 7 p3

P1 : Poids du ballon apres évaporation
P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide)
P3: Poids de la matiére végétale initiale.

IV. Analyses phytochimiques des extraits

IV.1. Analyse qualitative

La présence de facteurs antinutritionnels est mise en évidence qualitativement
suivant les méthodes décrites par Larrahondo (1985) et Rosales et al. (1989). Un extrait est
préparé et un virage de couleur est observé suite a 1’addition de différents réactifs indiquant

la présence de composés phénoliques, de saponines ou de stéroides.
IV.1.1. Mise en évidence des saponines

1 ml de chaque extrait est énergiqguement agité pendant 30 secondes. Apres 5
minutes, la hauteur de mousse dans les tubes a essais est mesurée et donne une indication

sur la teneur de saponines dans les plantes selon le bareme suivant :
- <5 mm : absence de saponines,
-5a9 mm : contenu faible en saponines,
- 10 a 14 mm : contenu moyen en saponines,
- >de 15 mm : contenu élevé en saponines.
IV.1.2. Mise en évidence des phénols totaux

1 ml de chaque extrait est dilué par addition de 2 ml d’eau distillée. Deux a trois gouttes de
chlorure ferrique (FeCls a 2%) sont ajouteés et le virage de couleur indique la présence de
composés phenoliques comme suit :

=l




Chapitre 1. Materiels et Méthodes

- aucun changement de couleur : absence de phénols ou de tanins,
- bleu foncé : présence de phénols ou de tanins hydrolysables,

- vert fonceé : présence de tanins condenseés.
IV.1.3. Mise en évidence des stéroides

10 ml de chaque extrait sont traités par une solution d’acide chlorhydrique (HCI,
10%) pour obtenir un pH=2, et 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.
IV.2. Analyse quantitative des composés phénoliques
IV.2.1. Analyse des phénols totaux

» Principe de la réaction
La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite
par Muller et al. (2010).

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040)
et dacide phosphomolybdique (HsPMo012040), est réduit lors de Il'oxydation des
phénols en mélange d'oxydes de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo08023). La
coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et

posseéde une absorption maximale aux environs de 750 -765 nm.

» Mode opératoire
20 pul d’extrait de plante + 100ul de FCR dilué (1 :10) + 75 pl de carbonate de
sodium (7,5%) + mettre le mélange a 1’obscurité pendant 2h + lecture a 765 nm. Un blanc

est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé (Méthanol).
*Gamme d’étalonnage
*Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :

On prend 0,5 mg de 1’acide gallique et on le dissolve dans 5 ml de Méthanol pour obtenir

la solution Sz (0,2mg/ml).Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit :

B
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25ug/ml ———>  25pul de S1+ 175ul de MeOH

50 ug /ml ——— 50ul de S1+ 150ul de MeOH

75ug/ml ———— 75ul de S1+ 125ul de MeOH

100pg/ml ————— 100pl de S1+ 100 de MeOH
125pg /ml ———— 125pl de S1+ 75pl de MeOH
150pg /ml ———— 150yl de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml ————— 175pl de S1+ 25ul de MeOH
200ug /Iml—— 200ul de S1

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque + 100ul FCR (1 :10) + 75l
de Na2COs (7,5%) + incubation 2h + lecture a 765nm.

I1VV.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides contenus dans les extraits sont estimés par le mélange de 0,5 ml
d'une solution éthanolique d'AICIz (2%) avec 0,5 ml de I'extrait de la plante. Aprés 30
minutes d'incubation a une température ambiante, I'absorbance du mélange est lue a

420nm. La concentration en flavonoides est exprimée en équivalent de quercetine.

» Principe de la réaction
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre Al*3et les flavonoides. La méthode de Topgu et al. (2007) est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.
*Préparation de ’extrait de plante :

Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de

méthanol pour obtenir la solution (S2).

> Procédure

A- Pour D’extrait

50pl (S2) (extrait de plante) + 130 pl (MeOH) +10 pl (Sy)(CH3COOK) + 10 pl
(AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm. Un blanc échantillon est
préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50pl extrait + 150l méthanol).




Chapitre 1. Materiels et Méthodes

B- Pour I’étalon
*Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetine

On prend 1 mg de la Quercétine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution 0,2mg/ml Sp,.

Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme la suite :
Quercetine (25)—- 25ul Sm+ 175 pl MeOH

Quercetine (50— 50ul Sm+ 150ul MeOH

Quercetine (75— 75 pl Sm + 1254 MeOH

Quercetine (100)—100ul Sm+ 100ul MeOH

Quercetine (125)— 125 pl Sm + 75ul MeOH

Quercetine (150) —=150u1 Sm + 50l MeOH

Quercétine (175) — 175ul Sm + 25ul MeOH

Quercetine (200)— 200l Sm + 0 MeOH

50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH)
+10 pl (S1) (CH3COOK) + 10 pl (AI(NO3)2, 9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.

1VV.2.3. Dosage des tanins totaux

Cette méthode se base sur la quantification des tanins totaux par leur précipitation,
grace a |’utilisation d’un chélateur chimique: le polyvinypolypyrrolidone (PVPP). 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 3000 g pendant 10 min. Apres
centrifugation, le surnageant comporte uniquement les phénols simples autres que les
tanins. Leur contenu est alors mesuré comme décrit dans le protocole de dosage des
phénols totaux. 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 g d’acide

tannique/kg MS (Makkar et al., 1993).
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V. Caracterisation chimique des substrats

Les analyses chimiques des deux plantes étudiées ainsi que le substrat de référence
sont réalisées selon les normes décrites par I'Association of Offcial Analytical Chemists

(AOAC, 1990). Toutes les analyses sont faites en triple.
V.1. Détermination de la teneur en matiére seche (MS)

Elle est déterminée par dessiccation dans une étuve ventilée jusqu’a poids constant.
1g d’échantillon est introduit dans un creuset préalablement taré. Ce dernier est placé dans
une étuve a 105°C pendant 48 heures. La différence de poids correspond a la perte
d’humidité et le résidu caractérise la teneur en matiére séche de 1’échantillon (AOAC

934.01, 1990). L’expression des résultats est faite comme suit :
MS % = [(T + PS) — T]x100/[(T + PF) — T]
T:Poids du creuset vide,
(T+PF): Poids du creuset + échantillon frais,
(T+PS): Poids du creuset+ échantillon sec.
V.2. Détermination de la teneur en cendres (MM) et en matiére organique (MO)

La teneur en cendres brutes est obtenue apres incinération de 2 g de matiere seche de
I’échantillon (aliment) dans un four a moufle a une température de 550°C pendant cinq
heures. La calcination complete doit produire des cendres blanches ou grises ne renferment
plus de particules charbonneuses. Le taux de la matiére minérale correspond a la différence
de poids qui résulte aprés la combustion et le refroidissement au dessiccateur. La matiere
minérale et la matiére organique sont exprimées en % de la matiére séche et sont calculées

selon les expressions suivantes :

Pt — Pc
MM % = [—] x100
Pa
MO % =100 — MM%
Avec :

MM : matiére minérale, exprimée en % par rapport a la matiére séche.

MO : matiére organique, exprimeée en % par rapport a la matiére séche.

.
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Pa : poids de I’échantillon en g.
Pc : poids du creuset vide en g.

Pt : poids du creuset avec 1’échantillon apres sortie du four en g.
V.3. Détermination de la teneur en matieres azotées totales (MAT)

Les matieres azotées englobent toutes les molécules comportant au moins un atome
d’azote. En analyse, on distingue des matieres azotées non protéiques et des matieres
azotées protéiques. La teneur en matiére azotées totales (N 6,25) est obtenue apres une
minéralisation puis une distillation et une titration selon la méthode de Kjeldahl. Le

pourcentage en azote total se calcule selon la formule :

(V1-V2)x 1,4X6,25

0/ —
MAT % = 1000

x100

MAT : matiere azotée totale exprimée en pourcentage par rapport a la matiére séche.
V1 : volume de H2SO4 (0,1 N) en ml.
V2 : volume de NaOH (0,1 N) en ml.

V.4. Détermination de la teneur en matieres grasses (MG) La teneur en matiére grasse

est déterminée par extraction en continu a 1’éther éthylique.

Dans un appareil adéquat type (SoxhletTecator) a 06 postes. Cette méthode est plus utilisée

en analyse courante, les graisses ainsi dosées se nomment extrait éthéré (EE).
La matiere grasse est solubilisée dans I’éther éthylique (50ml). La méthode consiste en la

distillation de 1’échantillon d’aliment en poudre (1,5g), mélangé avec (1,5g) de sulfate de
sodium anhydre pendant une heure a 110°C. Séparation de 1’éther volatil, et quantification
de la matiére grasse par pesée, apres évaporation compléte de 1’éther a I’étuve. La teneur

en matiere grasse est calculée selon I’expression :

MG % = [(P1 — P0)/Pe] x100

MG : matiére grasse exprimée en (%) par rapport a la matiere séche.
PO : poids de la capsule vide en g.

P1 : poids de la capsule apres I’extraction en g.

Xl
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Pe : poids de la prise d’essai en g.
V.5. Détermination des composés de la paroi végétale

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

V.5.1. Estimation de la fraction NDF (Neutral Detergent Fibre)

Les parois totales ont été déterminées par la méthode de Van Soest (1991) apres
attaque de I’échantillon par une solution NDF dans un fibertec. Le principe de la méthode
consiste en une hydrolyse a chaud d’un échantillon en présence d’un détergent neutre,

selon la méthode suivante :
Le réactif utilisé est un détergent neutre (solution NDF) qui est préparé de la maniere

suivante : dissoudre dans 1 litre d’eau distillée ; 30g de sodium dodecyl sulfate
(SDS) ; 18,61g de di-sodium di-hydro éthyl di-amino neutracétate (EDTA) ; 6,81g de
sulfate de sodium décahydraté ; 10 ml d’éthoxy éthanol (éther pur : anti-mousse) et 4,56 g
de sodium hydrogénophosphate).

* Mode opératoire et calcul

Dans un creuset préalablement pesé (P0), on pese 1g d’échantillon en double (E). On
ajoute 100 ml de la solution NDF et on laisse agir a chaud sur une rampe a hydrolyse
pendant une heure. On lave 3fois a I’acétone .On filtre et on seéche dans I’étuve a 105°C

pendant 24 heures (P1).
La teneur en NDF de I’échantillon est déterminée par 1’expression :

o P1 - PO
NDF % ExXMS x100

Avec :

NDF : Neutral Detergent Fiber en %

PO : poids du creuset vide en g.

P1 : poids du creuset et de 1’échantillon en g.
E : poids de la prise d’essai en g.

MS : Matiere séche en %.

xl
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V.5.2. Estimation de la fraction ADF (Acid Detergent Fibre)

L’opération a été réalisée sur le résidu NDF, elle permet de déterminer le pourcentage des
hémicelluloses. Pour un litre de solution ADF il nous faut :

- 20 g de CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) (C19 H42 Br N)

- 30 ml de H2SO4 (0.5 N)

Dans un bécher de 1000 ml, mettre le CTAB avec une quantité suffisante d’eau distillée,

ajouter I’H2S0O4 en agitant doucement et avec précaution car il dégage une forte chaleur.

Laisser refroidir puis compléter le volume avec de 1’eau distillée jusqu’a un litre.
* Mode opératoire :

29 de matiére seche sont soumis a deux hydrolyses successives 1’une acide (H2SO4,
0,26N) et une autre basique (KOH, 0,23N) d’une durée de 60 min. Apres hydrolyse, les
échantillons sont étuvées pendant 24 heures a105°C, puis calcinés pendant 5 heures a 550°C

(on conserve le résidu ADF pour I’analyse ADL).
La teneur en ADF est calculée comme suit :
ADF% = [(P1-P2) / (PExMSa)] % 100
% ADF : pourcentage ADF exprimée en % de la MS
P1 : poids du creuset en porcelaine + résidu NDF apres séchage a I’étuve a 105°Cen g
P2 : poids du creuset en porcelaine + résidu ADF aprés séchage a I’étuve a 105°Cen g
PE : prise d’essaien g
MSa : % MSa /100.
V.5.3. Estimation de la fraction ADL (Acid Detergent Lignin)

Ce dosage permet également de déterminer le pourcentage de cellulose. La fraction lignine
est obtenue par attaque a froid du résidu ADF par 1’acide sulfurique a 72%. Aprés 3 heures

d’hydrolyse, rincer a trois reprises chaque creuset avec de 1’eau distillée chaude et

I’acétone, sécher a I’étuve a 105°C pendant 24 heures, laisser refroidir, peser (P1) et enfin
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calciner dans un four a moufle a 450 pendant 3 heures et noter leurs poids (P2) apres
refroidissement.
La teneur en ADL est ainsi calculée comme suit :

ADL % = (P1-P2) / (PE x MS a) x 100
% ADL : pourcentage de lignine exprimée en % de la MS
P1 : poids du creuset en porcelaine+ résidu NDF apres sortie étuve
P2 : poids du creuset apres calcination en g
PE : prise d’essaien g
MS a=% MS a/ 100.
La teneur en cellulose est calculée comme suit :

Cellulose % = ADF% - ADL%
La teneur en hémicellulose est calculée comme suit :
Hémicellulose % = NDF% - ADF%
Estimation des carbohydrates non fibreux comme suit :
NFC=100- (%NDF+%PB+%EE+%CT) ( NRC, 2001)

V1. Fermentations in vitro en présence des extraits
V1.1. Technique de production de gaz in vitro

Les caractéristiques de fermentation in vitro ont été étudiées en utilisant la technique

la production de gaz cumulative (IVGPT) selon la méthode rapportée par Calabro (2015).

La technique de production de gaz in vitro est une simulation de la dégradation des
aliments par la microflore du rumen. A l'origine, elle a été développée par Menke et al.
(1979) dans des seringues de verre. La technigue a ensuite été modifiée par (Arhab, 2006)
en remplacant les systémes batch par des seringues en plastique. Alors que Theodoreau et
al. (1994) ont utilisé des flacons en verre a la place des seringues. Dans les différents
systémes batch et a la fin de la fermentation, le gaz est mesuré a l'aide d'un barométre

(Spec Scientific LTD., Scottsdale, AZ, USA) ou par lecture volumétrique.

Dans notre étude, la fermentation est realisee dans des flacons en verre (batch) de
120ml de capacité (Theodoreau et al., 1994). Ce type de systéme permet lI'accumulation
des gaz fermentaires dans I'atmosphére intérieure du flacon dont la pression est mesurée a
différents intervalles de temps a I'aide d’un barométre. L'avantage majeur de l'utilisation de
ce type de systeme réside dans la facilité qu'il présente pour la détermination de la

&
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digestibilité réelle. L'incubation des substrats broyés avec 1’inoculum est réalisée dans des
conditions anaérobies et a 39°C. L’inoculum est composé de liquide ruminal auquel a été
ajouté un milieu de culture ; la production de gaz pendant le processus de fermentation est

mesuré par un systeme manuel constitué par un transducteur de pression.
V1.2. Conduction de la fermentation in vitro
VI1.2.1. Inoculum

Le jus de rumen utilis¢ comme inoculum dans le systeme automatisé provient de six
vaches laitiéres (poids moyen de 680 kg). La ration totale des vaches est composée d’un
mélange contenant de I'ensilage de mais, du foin d'avoine et du concentré (CP 120 et NDF
435 g. kg?) et les vaches ont un accés libre a I’eau La ration est calculée afin de satisfaire
les besoins d’entretien et de production de I’animal. Les vaches regoivent deux repas par
jour. Le prelevement du liquide ruminal (phase liquide et phase solide) se fait sur chaque
animal donneur et rapidement transporté au laboratoire dans des thermos préchauffés a39 °
C et saturées en CO2assurant la température adéquate pour minimiser les changements de

la population microbienne et pour éviter toute contamination en oxygene.

Au laboratoire, le liquide ruminal des vaches est bien mélangé, puis filtré a travers
quatre couches de (gaze) de type Mousline et barboté avec du CO, a 39°C selon le
protocole suggéré par Calabro et al. (2015).Le fluide ruminal (10 ml) a été ensuite mélangé
avec la solution tampon (75 ml) et a un agent réducteur (4 ml). Toute la manipulation est

réalisée sous un flux constant de CO; (figurel9).

Figure 19: Prélévement du liquide ruminal.
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V1.2.2. Eléments constitutifs du milieu de culture

Dans nos fermentations, le milieu de culture est composé d’une solution tampon,
d’une solution de macrominéraux, d’une solution d’oligo-¢éléments, d’un indicateur du
potentiel d’oxydoréduction et d’une solution réductrice (annexe 1,2). Le mélange de
couleur bleue est chauffé jusqu’a virage de la couleur vers le rose. Ensuite, la solution est
barbotée avec un flux continu de CO2, ce qui entraine la réduction de la salive artificielle
indiquée par le virage de la couleur du rose au blanc transparent. A cette étape, le jus de
rumen filtré est ajouté avec la salive artificielle. Enfin, un barbotage en surface est
maintenu pendant un certain temps de maniere a maintenir une atmosphere totalement

anaérobie (figure 20).

Figure 20: Préparation de la salive artificielle (Arhab, 2006).

V1.3. Fermentation in vitro

Les effets des extraits des deux (02) plantes étudiés (Eucalyptus globulus et Olea
europaea) ont été examinés in vitro en utilisant des cultures mixtes de microorganismes du
rumen (jus de rumen). Le substrat utilisé pour les fermentations in vitro est un mélange de
quatre ingrédients (foin de luzerne, foin de ray-grass, soja et mais) ont été choisis et
convenablement combinés afin de formuler un régime équilibré recommande pour la vache

laitiere (fourrage: concentré ratio 60:40; Unité Fourragere lait / kg 0,89) (Tableau 7).
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Tableau 7 : Composition chimique des ingrédients du substrat de référence.

NDF UFL
CcP NDF UL cp
o % MS % MS
Ingrédients % comme | % comme % % MS
. . /kg MS
aliment aliment dans aliment tzians (Eians
aliment | aliment
Foin de
15,50 53,13 0,66 26,50 411 14,08 0,17
luzerne
Foinderay-1 ;5 55,23 0,67 | 18,50 2,11 1022 | 012
grass 1
Foin de ray-
6,87 50,00 0,65 15,00 1,03 7,50 0,10
grass 2
Soja 37,28 18,68 1,14 10,00 3,73 1,87 0,11
Mais 7,20 9,60 1,25 30,00 2,16 2,88 0,38

L’inoculation et I’incubation sont faites selon la technique décrite par Theodoreau et
al., (1994), Le jus de rumen (10 ml) est mélangé a (75 ml) de salive artificielle et (4 ml)
d’agent réducteur et distribué de fagon anaérobie dans des flacons en verre (batch) de 120
ml contenant 1,0051 + 0,022 g de substrat; les flacons sont ensuite supplémentés par 50, 75
et 100 mg de chaque fraction d'extraits d'Eucalyptus globulus et d’Olea europaea (D50,
D75, D100, respectivement); Les flacons sont ensuite fermés avec des bouchons en butyl,
puis sertis avec une capsule en aluminium. Les flacons sont ensuite scellés, secoués et
incubés (figure 21). Les concentrations d'extraits utilisées dans la présente étude sont

basées sur le résultat des essais préliminaires in vitro (optimisation des doses).
Les incubations sont réalisées en trois séries en employant trois jus de rumen différents.

e Série 1 pour les extraits D’Eucalyptus globulus
e Serie 2 pour les extraits D’Olea europaea
e Série 3 pour la quercétine
Soit 6 répétitions par dose pour chaque extrait sont réalisées. Dans les mémes
conditions, trois fermenteurs témoins (DO) (substrat + jus de rumen plus salive artificielle
sans additif) ainsi que trois fermenteurs blancs, sans substrat (blanc : jus de rumen plus

salive artificielle) sont incubés pour faire les corrections nécessaires.

@
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De la méme fagon six répétitions sont réalisées pour chaque concentration (150,175et
200 mg) d’un bioflavonoide pur (flavonol) (Quercetin , Sigma-Aldrich Chemical, St Louis,
MO, USA). L’incubation est réalisée a 39°C dans une étuve a agitation rotatoire. Le
volume de gaz (ml/g MS) produit apres 24 h d'incubation (GP24) est utilis¢ comme indice
de digestibilité et valeur nutritive de I'énergie, comme suggéré par Menke et Steingass
(1988).

Figure 21:Systéme de fermentation en batch

VII. Détermination des différents parameétres fermentaires
VI1.1. Mesure du pH

Apres 24h de fermentation, les bouteilles sont placées dans un bain a glace afin
d'interrompre la fermentation et sont ouverts pour mesurer le pH de leur contenu a I’aide
d’un pH-metre (model 3030 Alessandrini Instrument, glass électrode, Jenway, Dunmow,
UK).

VI11.2. Analyse qualitative des gaz

Apres 24h d'incubation, un systeme de seringues graduées est utilisé d’une part pour
permettre la mesure de la pression en millilitre et, d’autre part, pour permettre le
préleévement d’un échantillon de gaz en vue de son analyse chromatographique pour

déterminer le volume de méthane (CH4) et de (CO>) produit.

E
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VI11.3. Analyse quantitative de la phase gazeuse

Le systeme utilisé permet la mesure des changements de pression en p.s.i (livre \ pouce
carré) a I’intérieur de chaque flacon, par rapport a la pression atmosphérique en libérant le

piston de la seringue graduée.

Dans ce systéme, le nombre de moles ou de ml de gaz est déduit de la loi des gaz
parfaits:

PV= nRT

Ou : P est la pression enregistrée du batch, V: volume mort du batch, R: constante des gaz
parfaits (0,082 L atm /K°.mol), T: température du gaz en °K.

La production nette de gaz dans chaque bouteille correspond a la production de gaz
apres 24 heures d’incubation soustraite du volume de gaz enregistré a t0, et du volume

moyen de gaz produit par le flacon témoin (blanc), par la relation suivante :

Vt= (V24 - V0) - (BVt - BV0)

ou : Vt (ml) est le volume de gaz produit au temps t, V24 (ml) le volume de gaz enregistré

au temps t = 24 h, VO (ml) le volume de gaz enregistré au temps t0, BVO (ml) le volume
moyen de gaz du blanc enregistré au temps t0, BVT (ml) le volume de gaz moyen du blanc

enregistré au temps t = 24 h.
VI1.4. Analyse qualitative et quantitative des acides gras volatils (AGV)

v" Principe
La composition et la teneur des acides gras volatils, présents dans le jus de rumen et
produits apres 24h de fermentation, sont déterminées par chromatographie en phase
gazeuse selon la technique de Jouany (1982). La CPG utilisée est une CPG Shimadzu,
modele 2010.

Elle est composee de:

- un passeur d’échantillon,

.
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- un injecteur avec division de flux ou split,
- un four a I’intérieur duquel est placée la colonne,
- un détecteur a ionisation de flamme (FID).

L’injecteur permet la vaporisation de 1’échantillon avant son introduction dans une
colonne capillaire. La colonne utilisée est une colonne capillaire de silice fondue 30 m,

0,25 mm DI, épaisseur de film 0,25 um).

Les AGV sont separés selon leur coefficient de partage entre la phase mobile et la
phase stationnaire. Les solutés, detectés par ionisation de flamme, sortent par ordre
croissant de leur poids moléculaire. Un intégrateur relié au détecteur du chromatographe

calcule les surfaces des pics qui sont proportionnelles a la quantité des composes.

v Préparation des échantillons
Apreés pour la détermination des acides gras volatils (AGV), un échantillon de liquide
de fermentation a été centrifugé a 12.000 tours pendant 10 minutes a 4 ° C (centrifugeuse
Universal 32R, Hettich Furn Tech Division DIY, Vlotho, Allemagne), apres dans des tubes
Ependorff préalablement libellés, une aliquote (1 ml) de surnageant a été mélangé avec 1
ml d'acide oxalique (0,06 mole);ensuite conservés dans le congélateur pour le dosage
ultérieur des AGV.

v Dosage chromatographique

L’analyse d’un échantillon se fait en isotherme pendant 10 min. L’injecteur est a
220°C et le détecteur FID a 250°C. La pression en gaz vecteur, azote, est de 0,5 bar. Un
volume fixe d’échantillon (0,25 a 0,50 ul) est injecté en téte de colonne et ¢lué¢ dans les
conditions de température et de pression définies précédemment. En sortie de la colonne,
les pics, détectés lors de 1’étalonnage, permettent de connaitre la surface des pics de
I’étalon (étalon externe composée d'acide acétique, propionique, butyrique, isobutyrique,
valérique et isovalérique), de calculer la concentration molaire de chacun des composés de

I’échantillon par rapport a celle de I’étalon selon la formule :

_ Sa
= Se x ka

&
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Ou : Ca est la concentration du composé a dans 1’échantillon, Sa est la surface du pic
correspondant au composé a, Se est la surface du pic correspondant a 1’étalon, et ka le

facteur de réponse du composé a.
VIL.5. Analyse du méthane et de gaz et de gaz carbonique

La production de méthane et de gaz carbonique est analysée par chromatographie en
phase gazeuse (figure 22). La phase gazeuse provenant de chaque flacon (3 ml) est
prélevée par un systéme de seringue munie d’une valve et analys¢ a l'aide d'un
chromatographe en phase gazeuse (GC Trace 1310, Thermo Scientific, Waltham, MA
USA) équipé d'un détecteur de boucle TC et d’une colonne remplie (HaySepQ SUPELCO,
3/16 pouce, maille 80/100).La concentration du gaz est déterminée par utilisation d’un
courbe étalon établie grace a un gaz standard certifié (Alphagaz, N° 0735562.00). Le
volume du dioxyde de carbone est calculé par différence entre le gaz total enregistré et le

volume du méthane produit (Guglielmelli et al., 2011).

,

Figure 22: Analyse de la phase gazeuse méthane (CH4) et de gaz carbonique (CO.) par

chromatographie en phase gazeuse.
VI11.6. Dosage de I’azote ammoniacal (N-NH3)

L’azote ammoniacal est dosé par colorimétrie, selon la méthode décrite par
Weatherburn (1967) basée sur la réaction de Berthelot. L’ion ammonium (NHs) se fixe en
position para sur une molécule de salicylate de sodium, en présence du chlore en milieu
alcalin (10,5<pH<12,5). La réaction est catalysée par le nitroprussiate de sodium. Il se
forme alors une coloration bleue en présence d’une molécule para-aminée et d’une
molécule de salicylate de sodium. Le complexe formé, de type indophénol. Les

E
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¢chantillons de jus de rumen sont acidifiés avec I’acide chlorhydrique a raison de 10 ml
d’acide pour 10 ml de contenu, et ils sont conservés a—20°C. Avant analyse, les

échantillons sont décongelés et centrifugés a 12000 rpm.

v" Dosage
5 ml d’une solution A (tableau 8) sont mélangés avec 2ul de I’échantillon. Apres
une bonne homogénéisation, Sml d’une solution B (tableau 8) sont ajoutés. Ce mélange
homogénéisé est maintenu dans un bain marie & 37°C pendant 20 min. La densité optique
est mesurée a 660 nm a 1’aide d’un spectrophotometre (UV-1650 PC Shimadzu
Corporation, Japan). Les résultats sont rapportés a une courbe étalon standard et exprimés

en équivalent de chlorure d’ammonium (NH4 CI) (annexe 3).

Tableau 8 : Composition des solutions pour le dosage de I’azote ammoniacal

pour 500 ml Eau distillée
Solution A Phénol 159

Nitroprosside de sodium 25¢

pour 500 ml Eau distillée
Solution B Hydroxyde de sodium 250

Hypochlorite de sodium 5ml

VI1.7. Etude de la digestibilité des substrats
VI1.7.1. Digestibilité apparente de la matiére seche (DMS)

Apres 24h de fermentation, le contenu de chaque flacon de fermentation est vidé et
transféré dans des tubes Falcon préalablement tarés. Il est centrifugé a 5000 rpm pendant
10 min. Le surnageant est récupéré, alors que le culot est complété avec les particules
collées dans le batch aprés son ringage par 10 ml d’eau distillée. Une seconde
centrifugation est effectuee a 5000 rpm pendant 10 min. Le surnageant est jeté et le culot

est recupére et séché a 80°C pendant 48 heures puis pesé (Mellenberger, 1970).

g
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La digestibilité apparente de la matiére séche est déterminée par la formule suivante :

(MSi — MSr) — MSb »

DMS =
MSi

100

ou MSi correspond a la prise d’essai sec introduite dans chaque batch, MSr correspond a
la matiére seche résiduelle dans chaque batch de fermentation et MSb représente la

moyenne du résidu sec du blanc.
VI11.7.2. Digestibilité apparente de la matiére organique (DMO)

Pour I’estimation de la digestibilité apparente de la matiére organique, le contenu Sec
des tubes est transféré dans un creuset en porcelaine, préalablement taré et incinéré pendant
6 heures a 550°C.

La digestibilité apparente de la matiére organique est déterminée par la formule suivante:

(MOi — MOr) — MOb

DMO =
MOi

100

ou MOi correspond a la matiere organique introduite dans chaque batch, MOTr correspond
a la matiere organique résiduelle dans chaque batch de fermentation et MSb représente la

moyenne du résidu organique du blanc.

VI11.8. Estimation de I’énergie métabolisable (ME)

L’énergie métabolisable est calculée selon I’équation proposée par Menke and

staingass (1988):

ME (MJ/kg MS) = 2,2 + 0,136 GP + 0,057 CP+ 0,0029 EE

GP: Production de gaz (ml/200mg MS) aprés 24h de fermentation, CP : Protéines brutes,
EE : Extrait éthéré.

-
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VIII. Caractérisation du profil microbien aprés fermentation in vitro
VI11.1. Dénombrement des protozoaires (comptage direct)

Les protozoaires sont traités avec une solution de MFS (vert de methyl saline)
(tableau 9) qui permet la fixation des cellules par le formaldéhyde et la coloration des
noyaux par le vert de méthyle (Ogimoto et Imai, 1981). Le dénombrement est réalisé sur
une cellule de Malassez, qui est une lame épaisse en verre dans laquelle est creusée une
chambre de comptage constituée de 100 rectangles, parmi lesquels 25 sont subdivisés en
20 petits carrés pour faciliter le comptage. Le volume total de la cellule est égal a 1pl, soit

0,01ul par rectangle, ce qui permet une évaluation quantitative (figure 23).

Plate-forme centrale

Y77 Profondeur de la
I ) chambre
a A L,
) Plateaux .
Lamelle planee surdlevés  Rigoles Lame porte - objet

./

11
H+H

Quadrillage

Figure 23:Schéma descriptif de la cellule de malassez.

Tableau 9 : Composition de la solution MFS (Ogimoto et Imai, 1981).

Composés Quantité
Formaldéhyde a 35% 100ml
Eau distillée 900ml
Vert de méthyle 0,69
Chlorure de sodium 89
QSP,1000ml

=
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VI11.1.1. Echantillonnage
Apres 24h de fermentation, un volume de 100ul du contenu de chaque seringue est
mélangé avec le méme volume de la solution MFS, les échantillons traités sont conservés

30 minutes a I’obscurité avant le comptage.
VI11.1.2. Comptage et calcul

L’¢échantillon a compter est mis entre lame et lamelle a I’aide d’une pipette pasteur
en évitant la formation de bulles d’air. Le comptage est fait sur les 25 rectangles subdivisés
en petits carrés (figure 24). a ’aide d’un microscope a 1’objectif x40. Chaque échantillon
est compté deux fois est si la différence entre les deux résultats est supérieure a 10% le
dénombrement doit étre refait.

Le nombre des protozoaires est exprimé selon la relation suivante :
N=nlxvxn2xfx1000

N: nombre de cellules par ml

nl: nombre de cellules comptées

v: volume d’un rectangle=0,01pl

n2: nombre de rectangles comptés= 25

f: facteur de dilution.

10 rectangles

Rectangle non quadrillé >

Rectangle quadrillé verticalement

Rectangle quadrillé horizontalement 10 rectangles

Rectangle subdivisé
en 20 petits carrés r

Figure 24 : Quadrillage de dénombrement de la cellule de Malassez.
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IX. Steechiométrie des fermentations

Pour aller plus loin dans l'interprétation des données, plusieurs calculs ont été
effectués sur la base de la production des AGV pour calculer la production de gaz totaux
théorique, de méthane et de gaz carbonique. La production de gaz totaux théoriques (en

mmol de carbone par mmol d’AGV produit) correspond a la somme :
- de la production de gaz direct. Il s’agit du gaz produit lors des fermentations.

- et de la production de gaz indirect. Il s’agit de la production de gaz liée a la réaction

acido-basique entre la production d’AGV et les tampons présents dans le systéme.

La production de gaz direct (mmol de carbone / mmol AGV) a été estimé a partir des

équations steechiométriques proposées par Getachew et al., (1998).

CO2 estimé: A/2+P/4+1.5*B; A: production d’acétate (moles), P : production de

propionate (moles), B : production de butyrate (moles) (Getachew et al., 1998)

CHg estimé : [A+2*B]-CO2 estimé ; A : production d’acétate (moles), B : production de
butyrate (moles) (Getachew et al., 1998)

Gas total estimé : CO2 estimé + CH4 estimé+ CO; indirect (Immole CO: indirect = 0..87
mmoles AGVy) (Getachew et al., 1998).

R : L’effet antimethanogenic relatif a 1’ajout de chaque extrait (dose de quercetine)

(Relative antimethanogenic effect).

R = p test/n control (Lopez et al., 2010) L'effet relatif (R) fournit une indication de la

séparation comparative entre les moyens de test et de contréle (p):

Si R est égal a l'unité (R = 1), la valeur d'essai est identique au controle, les valeurs plus
faibles (R < 1) indiquent une production décroissante dans le traitement d'essai
comparativement au témoin, mais des valeurs plus élevées (R > 1) indiquent que le

méthane a été augmenté en réponse a l'additif.

R’ : Le pourcentage de réduction/d’augmentation de la production du méthane relatif a
I’ajout de chaque substrat (relative percentage of increase (positive) or decrease (negative)

in methane production

R’ = (n test — p control)/p control (Lopez et al., 2010)

*
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BH %= TR Hz= 22222 x 100 (Demeyer, 1990),

BH : bilan d’hydrogéne; M : production de méthane (mmoles) ; P : production de
propionate (mmoles); B : production de butyrate (mmoles); A : roduction d’acétate

(mmoles).
X. Calcul et analyses statistiques

v Le facteur de partition (PF mg / ml) : est un indicateur de I'efficacité de la
fermentation, a été calculé comme le rapport entre la matiere organique dégradé in vitro
(MOD, mg) et le volume de gaz produit (G24, ml) a la fin de I'incubation (Blimmel et al.,
1997).

PF = MOD/G24

v Le rendement en biomasse microbienne : (MBY, mg) : Il a été également
calculé en utilisant la matiére organique dégradé in vitro (MOD, mg), (GP24, ml) et un

facteur steechiométrique (2.25) (Blummel et al., 1997) comme suit:

MBY = MOD- (G24 x 2.25)

Toutes les données in vitro (caractéristiques de fermentation et produits finaux) des
deux plantes étudiés (Eucalyptus globulus, Olea europaea) ont été traitées par une analyse
multi variée a deux facteurs avec interaction sous GLM (General linear model ) dans IBM
SPSS 24 pour tester I'effet du type d'extraction (acétate d'éthyle, n-butanol, aqueux) et
leurs dosages (DO, D50, D75, D100) pour les deux plantes utilisées aprés une
transformation logarithmique des valeurs et une vérification de I’homogénéité des

variances intra- groupes .

La comparaison multiple des moyennes a été effectuée par [I’utilisation de

I’ajustement de Bonferroni au risque d’erreur de 5%.

Pour les fermentations de la quercétine, L'effet de l'augmentation la dose de
quercetine sur les paramétres de fermentation et sur les produits terminaux, a été analysé
statistiquement premierement, en utilisant les contrastes orthogonaux avec le logiciel

SAS/STAT(R) et par la suite par une Anova a un seul facteur (effet dose) La comparaison

.
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des moyennes a été effectuée par I’utilisation de 1’ajustement de Bonferroni au risque
d’erreur de 5% a I’aide de logiciel IBM SPSS 24.
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Chapitre 1. Résultats et Discussion

I. Aspects chimiques des plantes étudiées et du substrat de référence
I.1. Constituants cellulaires

La composition chimique des deux plantes étudiées Eucalyptus globulus et Olea
europaea, est faite en comparaison avec le substrat formulé utilisé pour la technique de in
vitro gas production (IVGPT), les résultats sont exposée dans le tableau 10.

1.1.1. Teneur en matiére séche

Il ressort du tableau 10 que les teneurs en matiere seche sont relativement élevées pour
les deux plantes Eucalyptus globulus (924,8 g/Kg) et Olea europaea (931,2 g/Kg)
comparativement au substrat de référence (907,5 g/Kg). Ce qui nous permet de juger que ces

deux plantes pourraient étre valorisées en alimentation animale.
I.1.2. Teneur en matiéres minerales

Les teneurs en matieres minérales des trois échantillons sont également representées
dans le tableau 10, les deux plantes se distinguent par un contenu important en minéraux
comparativement a I’aliment utilisé comme substrat de références pour les fermentations in
vitro. Pour le contenu en cendres d’Eucalyptus globulus, les résultats obtenus sont supérieurs
a ceux notés par Manh et al., (2012) et Thao et al., (2015) (55,0 et 60,0 g kg* MS,
respectivement).En outre, Les feuilles d'olivier sont riches en cendres comparativement au
substrat témoin (98,7 g kg de MS) (P< 0,001). Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus par Delgado-PertGanaez et al., (2000). Cependant, ils différent de ceux notés par
Martin-Garcia et al., (2008). Ces inconsistances sont probablement dues a plusieurs
conditions telles que l'origine, la proportion de branches sur larbre, les conditions de
stockage, les conditions climatiques, la teneur en humidité et le degré de contamination avec

le sol.
1.1.3. Teneur en matiéres azotées totales

D’aprés le tableau 10, les deux plantes étudiées montrent des teneurs en protéines brutes
considérablement élevées (>100g/Kg MS). La teneur la plus importante est enregistrée avec
Olea europaea (101,2 g KgMS), suivie d’Eucalyptus globulus (100 g Kg*MS). Le substrat
de référence montre par contre une teneur en MAT plus élevé (115,9 g Kg! MS). Les valeurs
enregistrées pour les deux plantes rejoignent la littérature ; pour la plante Eucalyptus globulus

le niveau de protéines brutes est similaire aux valeurs rapportées par Manh et al., (2012) (95,0

<
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g kgt MS), mais inférieur par rapport a Ulger et al., (2017) pour les feuilles fraiches (128,5 g
kgt MS).

Tableau 10: Teneurs en matiére séche (g/Kg), Composition chimique du substrat témoin,
Eucalyptus globulus. L et Olea europaea. L (g Kg* MS).

Plante S.EE.M | P-Value
Parametres O. europaea E. globulus Substrat incubé
MS 931,2° 924,8" 907,5° 0,43 |<0,001
MM 08,72 108,3" 63,8° 0,82 |<0,001
MO 832,57 816,5° 843,7° 0,54 |<0,001
MAT 101,22 100° 115,9? 0,37 0,089
NDF 230,5% 289,9° 395,0° 289 |<0,001
ADF 126,17 219,5° 235,9° 1,94 |<0,001
ADL 66,67 91,6° 69,12 0,45 0,005
EE 20,72 53,3" 37,1° 0,51 |<0,001
Amidon ND ND 1429 0,19
cC 59,5 128,0° 166,8° 1,82 |<0,001
HC 106,22 70,42 159,1° 1,56 0,001
NFC 549? 448,6° 388,2° 273 |<0,001
EM (MJ kg—1 DM) ND ND 252,0 0,16 ND

EE: extrait éthéré; CC: cellulose CC= ADF-ADL; HC: hémicellulose HC= NDF-ADF; NFC: carbohydrates
non fibreux NFC=100- (%NDF+%PB+%EE+%CT)( NRC, 2001); EM : énergie métabolisable estimé in

vitro.

ab.¢ moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les
tests sont ajustés pour toutes les comparaisons par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus

interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L’erreur standard des moyennes.

Cependant, comme le suggerent Brooker et Kleinig (2006) pour les plantes
d'Eucalyptus, la concentration individuelle des constituants varie selon I'espéce, la saison,
I'emplacement, le climat, le type de sol, le régime de fertilité et I'age des feuilles. En ce qui
concerne la plante Olea europaea, la teneur en protéines brutes des feuilles d'olives (101, 2 g
kg! MS) est comparable a celle du substrat témoin (P> 0,05). Cette concentration est
suffisante pour assurer une bonne croissance bactérienne. Hariadi et Santoso (2010) ont
signalé que l'administration d'un régime alimentaire avec une concentration en protéines
brutes inférieure a 70 g kg? de MS limite l'activité microbienne en raison d'un manque
d'azote. Au contraire, le niveau des protéines brutes qui sont supérieures a cette valeur sont

considérés comme un facteur favorisant pour le développement microbien, ce qui pourrait

<
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donner & Eucalyptus globulus un large avantage nutritionnel pour compléter les aliments de
mauvaise qualité en azote. 1l reste cependant, a étudier leur palatabilité.

Toutefois, la teneur élevée en (MAT) de certains substrats doit étre considérée avec
précaution car elle peut se révéler comme parametre trompeur. Du fait, que toutes les
protéines sont en principe dégradées mais les facteurs anti-nutritifs peuvent réduire leur
disponibilité en dessous de la concentration nécessaire. Par conséquent, la teneur en matiere
azotée ne devrait pas étre le seul critére pour juger les caractéristiques d'une plante fourragére
ou d’un quelconque autre substrat alimentaire. En effet, des résultats obtenus par quelques
auteurs indiquent que la réactivité, la structure, le poids et les interactions des différents
métabolites secondaires présents dans les plantes sont plus importants dans la détermination
de l'aptitude d’une espéce végétale donnée comme complément protéique (Barry et al., 1986;
Waghorn et al., 1994; Arhab, 2006).

1.1.4. Teneur en lipides

Les teneurs en lipides des plantes analysées sont représentées par le tableau 10. Les
deux plantes et le substrat de référence se révelent pauvres en lipides. Eucalyptus globulus et
Olea europaea enregistrent une valeur de 53.3g Kg? MS et 20.7 g KgMS respectivement.

Le fourrage de référence enregistre une valeur intermédiaire de 37,1 g Kg* MS.

Wilson and Brigstocke (1981), ont indiqué que le taux de matiére grasse dans la ration
alimentaire des ruminants ne doit pas depasser 8% de MS. Autrement, la digestion des fibres
serait altérée. Il est clair que les teneurs en lipides enregistrées pour les deux plantes et le
substrat de référence examinés dans cette étude sont de loin inférieures aux normes
préconisées néfastes pour les ruminants (donc trop faibles pour avoir des effets négatifs sur le

métabolisme et la digestion ruminale).
I.2. Teneur en constituants pariétaux et en carbohydrates non fibreux (NFC)

Les résultats de ’analyse des polysaccharides pariétaux et de I’estimation des hydrates
de carbone non fibreux des échantillons étudiés sont représentés par le tableau 10.
Globalement, I’analyse de la fraction pariétale des substrats étudiés demontre une
composition tres distincte. Concernant la fraction insoluble qui représente la paroi totale
(cellulose + hémicellulose +lignine), elle est plus élevée pour Eucalyptus globulus (290 g Kg*
MS) comparativement a Olea europaea (232,2 g Kg?! MS). Le fourrage de référence

enregistre par contre la valeur la plus élevée (395 g Kg* MS). Les teneurs de la fraction ADF

&



Chapitre 1. Résultats et Discussion

(lignocellulose) sont également distinctes entres les substrats. La teneur la plus élevée est
enregistrée pour le fourrage de référence (235,9 g Kg*MS). Eucalyptus globulus enregistre
une valeur plus élevée (219,5 g Kg-1 MS) comparativement a Olea europaea (126,19 Kg*
MS). Quand aux résultats des concentrations en lignine des trois échantillons, ils sont
variables mais relativement comparable pour la plante Olea europaea et le substrat de
référence qui enregistrent (66,6 g Kg* MS et 69,1g Kg! MS, respectivement). En revanche
nettement supérieure pour la plante Eucalyptus globulus (91,6 g Kg™* MS).

Dans les végétaux, la lignine qui est considérée comme un composé phénolique
synthétisé par la plante pendant les périodes les plus avancées de sa croissance et intervient
dans la rigidité de la plante. Ainsi des teneurs élevées en fractions ADF et ADL est
généralement associé a la formation de complexes insolubles entre les tannins et les autres
constituants, ce qui pourrait éventuellement engendrer une diminution de sa digestibilité in

vitro.

Dans cette étude, les teneurs en NFC calculés, sont différents entre les trois substrats.
Olea europaea renferme une teneur plus élevée (549 g Kg* MS) que celle d’Eucalyptus
globulus (448,6 g .Kg-1 MS). Le substrat de référence renferme une teneur assez proche de
celle d’Eucalyptus globulus. L’explication apportée est en relation avec la composition
chimique différente de ces trois substrats. En effet, la relation appliquée prend en compte les
principaux constituants chimiques de ces substrats. De plus, nous avons noté dans cette étude
que la concentration de NFC est plus elevée comparativement au substrat témoin.
Efficacement; la concentration de cette composante dépend de facteurs tels que la variété de
la plante, les conditions climatiques, I'année et la proportion de bois. En ce qui concerne les
carbohydrates structuraux, il semble que les feuilles d'olivier aient le niveau le plus élevé de
NFC (source d'énergie directe). En ce qui concerne sa composition chimique, les feuilles
d'olivier doivent étre considérées pour l'alimentation animale comme complément, source de
cendres, de MAT et de NFC. Pour ces raisons, Molina-Alcaide et Yanez-Ruiz (2008), dans
leur rapport ont déclaré que les feuilles d'olivier fournissent la moitié de I'énergie et les
besoins en acides aminés des moutons et des chévres a I’entretien si elle est adéquatement

complétée aux fourrages.
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I1. Analyse phytochimique des substrats étudiés
11.1. Détermination du rendement des extractions

Les rendements des extractions a partir des deux plantes et leurs caractéristiques sont
signalés dans le tableau 11. Pour le fractionnement des extraits bruts de deux especes
Eucalyptus globulus et Olea europaea, les résultats montrent que la fraction aqueuse
représente le rendement le plus élevé (5,22 % ; 5,77 %) suivi de la fraction butanolique
(4,44% ; 5,42 %). Par contre, le rendement le plus faible est obtenu avec la fraction d’acétate
d’éthyle (1,11% et 1,37 %) respectivement pour Eucalyptus globulus et Olea europaea.

En fait, plusieurs facteurs influengant le rendement d'extraction parmi eux on peut citer:
la durée de séchage, la granulométrie du broyat, la nature des solvants de différentes polarités,
le ratio volume de solvant par masse de broyat, le temps de macération et la vitesse

d'agitation.

Tableau 11: Rendements et caractéristiques des extraits d’Eucalyptus globulus et Olea

europaea.
. Rendement
La plante Extrait extraits (%) Aspect Couleur
AcOEt 1,11 % Poudre Marron trés clair
E. globulus BuOH 4,44 % Poudre Marron clair
Agueux 5.22 % Huileux Marron clair
AcOEt 1,37% Poudre Marron trés clair
O. europaea BuOH 5.42% Poudre Marron clair
Aqgueux 577 % Huileux Marron foncé

Le rendement a été déterminé par rapport au poids du matériel végétal sec rendu en poudre, les résultats ont été

exprimés en pourcentage de MS.
11.2. Teneurs en métabolites secondaires
11.2.1. Analyse qualitative des extraits

L’analyse qualitative des composés secondaires présents dans les extraits des deux

plantes étudiées est présentée dans le tableau 12. 1l ressort du tableau 12 que les métabolites

=
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secondaires sont dissouts de différentes maniéres dans les solvants organiques utilises. Ainsi,
les saponines présentes chez E. globulus et O. europaea sont respectivement dissout dans
I’eau et le butanol. Par contre, ’acétate d’éthyle permet la dissolution des composées

phénoliques.

Le screening phytochimique des extraits d’E. globulus et d’O. europaea a montré une
richesse particuliere en phénols totaux ce qui rend trés intéressant un dosage des composes
phénoliques majeurs de nos extraits pour avoir une idée sur la composition phytochimique
approximative de nos extraits principalement en phénols totaux, flavonoides totaux et en

tanins totaux.

Tableau 12 : Analyse qualitative des composés secondaires

Substrat E. globulus O. europaea
Extraits De
Référence
Meétabolites
AcOEt | BuOH | Aqueux | AcOEt | BuOH | Aqueux
Saponine _ _ + + _ + +
Phénols totaux (PT) + ++ ++ + + ++ +
Stéroides _ _ _ — _ _ -

+ Présence, +++ Teneur eleve, _ absence.

11.2.2. Analyse quantitative des extraits

L’analyse quantitative des teneurs en composés phénoliques présents dans les extraits
des deux plantes étudiées est présentée dans les figures 25 et 26 respectivement. Les valeurs

représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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Figure 25: Comparaison de la teneur des phénols totaux, des flavonoides et des tanins
des extraits d’O. europaea. L.
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Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

Figure 26: Comparaison de la teneur des phénols totaux, des flavonoides et des tanins des

extraits d’E. globulus. L.

Il ressort de la lecture combinée des figures 25 et 26 que la concentration des composés
phénoliques des extraits des plantes étudiées révéle des variations considérables entres les

E
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espéces Eucalyptus globulus et Olea europaea. L’extrait AcOEt d’Eucalyptus globulus
montrent la plus forte concentration de phénols totaux (PT) avec une valeur de 337,81 pg
EAT/mg d’extrait suivie de I’extrait ACOEt d’Olea europaea avec une valeur de 135 g
EAT/mg. L’extrait BUOH avec des valeurs de 316,87 ug EAT/mg d’extrait et 177,19 pg
EAT/mg d’extrait respectivement pour les plantes Eucalyptus globulus et Olea europaea. Les
valeurs le plus basses de (PT) sont enregistrées pour I’extrait aqueux avec une concentration
de 187,78 ug EAT/mg d’extrait et 23,25 pg EAT/mg d’extrait respectivement pour

Eucalyptus globulus et Olea europaea.

Une tendance similaire est constatée pour les flavonoides, 1’extrait ACOEt d’Eucalyptus
globulus s’avére le plus riche en flavonoides (50,42 ng EQ/mg d’extrait), que 1’extrait ACOEt
Olea europaea (3,46 ug EQ/mg d’extrait). Cependant le butanol a amélioré la dissolution des
flavonoides d’Olea europaea dont la concentration a augmenter 10 fois par rapport a
I’acétate d’éthyle (30,67 ug EQ/mg d’extrait). Cependant, cette concentration a diminué pour
les plantes Eucalyptus globulus (40,35 ug EQ/mg d’extrait). Cette discordance entre les
différents solvants est due principalement a leur polarité qui definit leur affinité respective soit
pour les flavonoides glycosylés ou aglycones. Cette constatation est réconfortée par les
résultats des extraits aqueux des deux plantes ou il ressort que I’eau (solvant le plus polaire)
n’agit que sur une certaine de flavonoides. Dans ce cas, les teneurs les plus faibles (3,81 pg
EQ/mg d’extrait) et (1,71 ng EQ/mg d’extrait) respectivement pour Eucalyptus globulus et

Olea europaea.

Pour le dosage des tannins totaux (TT) dont les concentrations les plus élevées sont
enregistrées pour I’extrait ACOEt d’Eucalyptus globulus (177,81 pg EAT/mg d’extrait).
Plusieurs types de phénols, incluant les phénols simples et les polyphénols composeés,
affectent la valeur nutritive des aliments (Frutos et al., 2004; Lamy et al., 2011). La
Concentration des tanins supérieure a 5% de MS affecte négativement I’ingestion et la
digestibilité du fourrage (Silanikove et al., 1996). Cependant, certains auteurs rapportent que
les ruminants sont capables de tolérer des plantes avec des teneur en tanins en dessous de 100
g /kg MS (Gasmi-Boubaker et al., 2005), bien que le niveau de tolérance puisse varier entre
les especes animales (Onwuka, 1992). Il est maintenant bien établi que les tanins peuvent
complexer et inhiber les enzymes microbiennes mais aussi former des complexes avec les
protéines alimentaires, les polysaccharides et avec plusieurs minéraux (Makkar, 2003a), ce
qui les rend indisponibles a la fois pour le microbiote ruminal et pour I'animal héte. lls

peuvent aussi diffuser leurs produits métaboliques dans les tissus et provoquer une toxicité
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(Cheeke, 1995). Cependant, chez les ruminants, il a été démontré que les tanins alimentaires <
4% MS peuvent avoir des effets bénéfiques car ils réduisent la dégradation des protéines dans
le rumen par la formation de complexes protéines tanins conduisant ainsi a I’augmentation de
I'absorption d'acides aminés dans l'intestin gréle (Brunet, 2008; Yang, 2002 ; Njidda and
Nasiru, 2010). De plus, les tanins en se complexant aux hydrates de carbones peuvent réduire
la production de gaz dans le rumen et réduire les ballonnements chez 1’animal (Aganga and
Tshwenyane, 2003). Sur cette base, les tannins ont été proposés comme additifs dans
l'alimentation animale pour améliorer la croissance et la productivité des animaux et par
conséquent minimiser les effets néfastes sur I'environnement (Lamy et al., 2011; Njidda et al.,
2012). D’autres recherches constatent que la teneur et la quantité des composés secondaires
ne déterminent pas toujours I’effet souhaité mais que d’autres facteurs comme la réactivité, la
structure, le poids moléculaire et I’interaction des différents composés secondaires peuvent

intervenir (McSweeney et al., 2001).

Cette variabilité et hétérogénéité dans la concentration des composes phénoliques dans
nos extraits peuvent étre dues en partie aux différents solvants d’extraction utilisés, les essais
de quantification entrepris et les standards utilisés (Del Pino et al., 2005). Ces discordances
peuvent étre aussi dues au stade de croissance des plantes étudiées et/ou a la saison de collecte

et a la nature du site de prélevement (Rubanza et al., 2005).

Les variations saisonni¢res en polyphénols, d’une maniére générale, suivent des
mode¢les différents dans chaque espéce végétale (Hagerman, 1987). En plus, avec 1’évolution
du stade de développement, la proportion de feuilles dans la biomasse de la plante entiére
diminue. Cela laisse supposer, les feuilles étant plus riches en tanins que les tiges, pendant la
période de croissance les plantes produisent une quantité importante de biomasse et la
synthese des composés phénoliques est faible, alors que pendant la floraison la croissance est

ralentie et le carbone serait plus disponible pour la synthese des tanins (lason et al., 1993).

La comparaison des résultats des différents travaux de la littérature reste donc difficile
(Schofield et al., 2001). Ainsi, le concept selon lequel une teneur en tanins dans la plante

inférieure a 50 g/kg MS serait bénéfique pour la santé et la nutrition de I’animal (Barry and

McNabb, 1999).

<]
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III. L’effet des extraits d’Eucalyptus globulus. L sur les caractéristiques de la

fermentation in vitro
I11.1. Production de gaz total (GP24)

L'effet des extraits d'Eucalyptus globulus. L sur les caractéristiques de la fermentation in
vitro est rapporté dans le tableau 13. Il indique que les extraits d'Eucalyptus globulus ont
augmenté la production de gaz (GP24) par rapport au témoin, méme si les réponses sont
différentes en fonction des doses et ne sont pas statiquement significatives (P> 0,05). Certains
chercheurs ont également signalé l'augmentation de la production de gaz pendant I'incubation
in vitro pour dautres extraits de plantes riches en métabolites secondaires y compris

I'Eucalyptus, (Jiménez-Peralta et al. 2011, Sallam et al. 2010).

Pour I'extrait ACOEt, toutes les doses ont augmente les valeurs de GP24 par rapport au
témoin. Cette augmentation est de 6,5, 10,9 et 18,9% respectivement pour la D50, D75 et
D100. La méme tendance est observée pour I'extrait BUOH ou l'augmentation a atteint 36,40%
pour la D100. De plus, I'extrait aqueux stimule la production de gaz, mais dans ce cas, la plus

forte valeur de GP24 est observée pour la D50 (plus de 10,3% par rapport au témoin).

La production de gaz durant la fermentation in vitro est genéralement un bon indicateur
de dégradabilité et de la fermentescibilité des aliments dans le rumen et de lactivité
microbienne. Ainsi, des valeurs de gaz élevées indiquent une meilleure disponibilité des
nutriments pour les microorganismes du rumen (Makkar et al., 1997). En outre,
I"augmentation de la production de gaz peut étre attribuée a I'effet négatif limité des
métabolites secondaires présents dans les extraits étudiés. En effet, ces métabolites peuvent
stimuler la fermentation ruminale si leurs concentrations sont faibles ou modérées (Jiménez-
Peralta et al., 2011, Salem et al., 2014) et /ou elles refletent la capacité des micro-organismes
du rumen a les utiliser comme source d'énergie (Salem et al. 2014; Wachenheim et al. 1992;
Hart et al. 2008).

L'augmentation de la production de gaz enregistrée dans cette étude en raison de I'ajout
d'extraits pourrait également étre attribuée a un taux plus rapide de dégradation du substrat
dans le rumen. En effet, les substances bioactives, en particulier les enzymes (amylase et
lipase) présents dans les extraits d'Eucalyptus globulus peuvent améliorer I’activité des

microbes fibrolytiques dans le rumen en augmentant la proximité entre substrats et microbes

(Morgavi et al. 2000). Ce qui peut engendrer un taux de fermentation plus rapide et une

=
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Tableau 13: Effet des extraits d'Eucalyptus a différentes doses sur la production du gaz cumulative (VCSS, VCSO), le CH4, CO: et le facteur de
partition (PF) aprés 24 heures de fermentation in vitro.

Extraits Eucalyptus globulus. L (mg)

AcOEt BuOH Aqueux 5.E.M | P-value

Paramétres DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100
VCSS 95,022 | 101,19°| 105,32*| 112,91°| 102,12*| 123,55%| 129,63°| 123,46% | 104,81° | 107,87%|2,74 0,055
VCSO 102,20* | 108,84*| 113,30%| 121,45%| 109,85°| 132,90°| 139,44%| 132,80°| 112,74*| 116,03 |2,95 0,055
CH,%Total Gaz | 12,85° 1,08° 1,07° 0,71° 11,99 11,93*| 11,83 | 12,54*| 1242°| 13,13%|0,83 0,0001
CH4 mlig MS 12,15 2,00° 1,14° 0,80° 12,27° 14,72* | 15,42°| 15/43*| 13,00°| 14,18*|0,94 0,0001
CH, mlig MO 13,07° 2,15 1,22° 0,86" 13,20° 15,83*| 16,59°| 16,607 | 13,98°| 1525|101 0,0001
CH, ml/lg MOD 20,79° 3,67° 2,25 1,64° 22,23 26,43%| 28,83 | 2562%| 21,23%| 2521°|1,63 0,0001
CO, % total gaz 81,72 | 96,89*" | 102,33"| 110,94°°| 89,40*" | 107,13*"| 112,99° | 106,63" | 90,65*° | 92,58%" | 2,56 0,026
CO, mlig MS 86,26° 95,82° 97,37° 97,87° 87,25 86,91°| 87,02*| 86,25°| 86,59°| 86,11*0,78 0,0001
CO, ml/g MO 87,91° | 104,22*° | 110,08°| 119,33°¢| 96,17*"| 11524%"| 121,54° | 114,70° | 97,51*° | 99,59*" | 2 75 0,026
CO; mllg MOD 139,86% | 177,93*° | 202,42°¢| 227,53°| 162,07*° | 192,20*° | 211,58° | 177,02° | 148,00° | 164,99° |5,51 0,0001
PF 6,21° 5,38%° 4,872 4,32 5,39%° 456° | 4,18 498 | 586%°| 523|014 | 0,0001

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.




Chapitre 1. Résultats et Discussion

dégradation meilleure du substrat (Akanmu et al., 2017).
I11.2. Production de méthane (CH.)

Le r6le du rumen est essentiel dans la partition globale de carbone. Au niveau du rumen
le flux de carbone fermenté par le microbiote se répartit entre la biomasse microbienne (25%),
les AGV (56%) et les gaz (19%) produits. Les principales causes de variations de cette

partition sont le profil des AGV et I’efficacité de la croissance microbienne (Sauvant and

Giger-Reverdin, 2009).

Les gaz majoritairement produits lors des fermentations sont du méthane (CH.) et du
gaz carbonique (CO.), leur volumes aprés 24h de fermentation sont statistiquement différent
aprés addition des extraits d’Eucalyptus (P<0,05) (tableau 13). Il apparait que le CO: est

produit en un volume supérieur a celui du CHapour toutes les doses testées.

Chouinard (2000) a rapporté que tous les animaux d'élevage produisent du CH4 et du
COzpar la dégradation anaerobie de la biomasse ingerée. Le COzest produit soit directement
de la dégradation des hydrates de carbones de I’aliment, soit indirectement a partir des sels
(HCO3) présents dans la salive artificielle lors de la neutralisation de 1’acidité induite par la
production des AGV (Archimede et al., 1999). Ce gaz représente environ plus de la moitié du
volume total du gaz produit dans le cas de I'utilisation du tampon de Menke (Menke and
Steingass, 1988). Par ailleurs, des travaux ont montré que les concentrations de CHa4 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 [’autre sont minimales

(Vermorel, 1995a).

Nos résultats concernant la production de méthane sont tres intéressants et présentés
dans le tableau 13. L’extrait ACOEt a diminué de facon constante la production de CHa. Cette
activité est étre due aux tanins ou des flavonoides de I’extrait acétate qui sont des flavonoides
glycosylés. Des résultats analogues ont été enregistrés par Chaudhary et Gupta (2013) qui ont
rapporté une réduction de la production de méthane in vitro (<15%) due a I’extrait
méthanolique d’Eucalyptus globulus par rapport au témoin. Les mémes constatations sont in
vivo sur des vaches recevant 100 g / jours de farine de feuilles d'Eucalyptus (Manh et al,
2012). Les auteurs ont conclu que les feuilles d'Eucalyptus réduisaient I'émission de méthane
(CH4 estimée a partir de la production d'’AGV) dans le rumen des bovins sans affecter la

digestibilité des nutriments.

.
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Concernant la production de méthane, seul I’extrait ACOEt a diminué significativement
la production de CH4 et pour toutes les concentrations (P <0,05). Cette réduction est dose-
dépendante (83,6, 90,7 et 93,4% respectivement pour les doses D50, D75 et D100). Au
contraire, pour les extraits BUOH et aqueux, une augmentation de la production de méthane
est observée comparativement au témoin, mais les différences ne sont pas statistiquement

significatives (P> 0,05).

Comme il est connu, le solvant acétate d'éthyle permet de dissoudre principalement des
composeés hydroxylés principalement de flavonoides glycosylés. Ces fractions ont I’affinité de
se lier glycocalyx des bactéries, ce qui pourrait limiter la fixation des Archaea-bactéries aux
protozoaires qui leur fournissent de I'hydrogéne. De plus, ce volume élevé de CHa enregistré
pour les extraits BUOH et aqueux comme suggére par Dey et al. (2014), pourrait étre di au
taux de fermentation rapide et la production excessive d'hydrogéne (H2) dans le rumen qui est

naturellement converti en CHa par les méthanobacteries.

En conséquence, la différence dans la production de methane entre les extraits
d'Eucalyptus peut étre attribuée a la composition et la concentration différente de ces
composes phénoliques (phénols totaux, flavonoides et les tanins) et aux effets synergiques
et/ou antagonistes de ces composés secondaires de nos extraits. Cette considération soutient
des études antérieures qui suggéerent que le potentiel des flavonoides dans la réduction du CH4
est lie au nombre et a la position des groupes hydroxyle et a la présence de groupes
aliphatiques et glycosylés dans leur structure dont 1"activité antimicrobienne se manifeste
généralement par l'inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique, de la synthese de
la paroi cellulaire bactérienne ou de la synthese des acides nucléiques (Cushnie et Lamb,
2011). En outre, les interactions avec d'autres composes présents dans les extraits (tels que les
tanins) doivent également étre prises en compte (Makkar, 2003 ; Oskoueian et al., 2013
Amokrane et al., 2016).

Le méthane est positivement corrélé a la production de C2 et C4 (r = 0,720, P <0,01 et
r= 0,595, P <0,05 respectivement). Alors qu’il est négativement corrélé a la production de C3
(r= 0,591, P <0,05) (annexe 5). Ce résultat est conforme a I’idée que la production de
propionate et la méthanogenese sont deux voix compétitives et alternatives pour régénérer les

co-facteurs oxydés dans le rumen.

.
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111.3. Facteur de partition (PF)

L'inclusion de I'extrait AcCOEt et BUOH dans les systemes de fermentation a également
diminué le facteur de partition (PF). Cependant, I’extrait aqueux n'a aucun effet significatif
sur le PF (tableau 13).

Dans la présente étude, seuls les extraits ACOEt ont influencé statistiquement le facteur
de partition. Ce parameétre (rapport de la matiére organique dégradée en mg par le volume de
gaz produit en ml) est un indicateur de I'efficacité de fermentation; avec la méme quantité de
substrat dégradable, lorsque le facteur de partition est plus petit, plus de gaz est produit et
moins de substrat est utilisé pour la production des AGV ou de la biomasse microbienne.
Dans cette étude, les valeurs PF observées pour tous les extraits ont été supérieures a la valeur
maximale théoriquement possible (4,41 mg / ml) basée sur le calcul steechiométrique de
Blimmel et al., (1997). Selon Makkar et al., (1997), ces valeurs élevees de PF sont dus a la
capacite des tanins a former des complexes avec les proteines, qui sont majoritairement
insolubles dans une solution détergente neutre et par conséquent, pourraient contribuer a la
fraction non dégradable. Conformément a nos conclusions, Sobhy et al., (2010) ont rapporté
des valeurs PF comparables pour des feuilles fraiches d'Eucalyptus citriodora (6,1 mg / ml) et
des feuilles résiduelles (5,7 mg / ml) incubées comme substrats aprés extraction d'huile

essentielle de feuilles d'Eucalyptus apres 24 h d'incubation avec du liquide ruminal des ovins.

I11.4. Digestibilité apparente in vitro de la matiére séche (DMS) et de la matiére

organique (DMO) et estimation de I’énergie métabolisable

La dégradabilité de la matiére seche (DMS) ainsi que celle de la matiére organique
(DMO) ont été affecté par I'ajout des extraits d'Eucalyptus (tableau 14), méme si ce n'est pas
la méme tendance pour les trois types d’extraits. En particulier, pour I'extrait ACOEt, la DMS
et la DMO ont été significativement diminué (P <0,05) pour la D75 et la D100 par rapport a
DO; inversement, pour I’extrait BUOH et aqueux, les valeurs de (DMO) étaient comparables a
DO (P> 0,05).

Dans la présente étude, l'ajout des extraits d'Eucalyptus a influencé la digestibilité
apparente de la matiére seche (DMS) et de la matiére organique (DMO), de la méme fagcon
que Sirohi et al., (2012) qui ont observé une diminution significative de la digestibilité de la
matiére séche in vitro par rapport au témoin en raison de l'ajout de différents extraits

méthanoliques de plantes. Prayitno et al., (2016) ont signalé que les extraits d'ail ont affecté

.
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fortement et significativement la digestibilité de la matiere seche et de la matiere organique in
vivo chez des vaches laitieres en lactation. Cependant, une différente tendance a été
inversement observée in vivo chez les bovins ayant recu Eucalyptus camaldulensis en
complément de la paille de riz (Manh et al. 2012); les auteurs ont indiqué que l'addition
d'Eucalyptus n'affecte pas le coefficient de digestibilité mais avait des effets négatifs sur la
palatabilité (I’ingestion), probablement en raison de la teneur eélevé en composés phénoliques
de I'Eucalyptus. Dans notre étude, la réduction de la digestibilité est due a I’activité des
composés phénoliques présents dans les extraits car des corrélations négatives sont notées
entre la DMO et les PT (r=-0,805, P <0,01), FT (r= -0,838, P <0,01) et TT (r=-0,833 P <0,01)
(annexe 6).

Les extraits d’Eucalyptus n’ont pas affecté 1’énergic métabolisable estimée par rapport
au témoin (P>0.05). Une méta analyse réalisée sur 101 expérimentations et 290 traitements a
permis de montrer que la part d’énergic métabolisable perdue sous forme de CHa diminue
significativement lorsque la proportion de concentré (ou de céréales) représente plus de 40%
de la ration (Sauvant and Giger-Reverdin, 2007). Dans notre cas, le substrat utilisé dans les

batch contient justement 40% de concentré.

Une forte corrélation positive est observé entre I’énergie métabolisable et la production
du gaz GP24 (r=1,00, P <0,01) (annexe 6), puisque a la base ce paramétre est estimé a partir
de la production de gaz, des protéines bruts et de des matieres grasses (Menke and Steingass,
1988).

.
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Tableau 14 : Effet des extraits d'Eucalyptus a différentes doses sur la digestibilité apparente de la matiére séche et de la matiére organique et de
I’énergie métabolisable apres 24 heures fermentation in vitro.

Extraits Eucalyptus globulus. L (mg)

Parametres AcOEt BuOH Aqueux S.EM P-value
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100
DMS (%) 63,75 |59,04*" |5524°¢ |5323° 59,59 |60,44* [57,59*° |65,26° | 66,39° 60,88° 0,76 0,0001
DMO (%) 62,97* |58,64*" |54,46°¢ |52,15° [59,24* |60,01° [57,14* |64,83* | 65,99° 60,40° 0,76 0,0001
EM (MJ/Kg MS) | 5,64° 5,82° 5,942 6,17° 5,85° 6,47° 6,65 |6,47% 5,93¢ 6,02° 0,08 0,054

abe moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chague sous-table la plus interne, a I'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L’erreur standard des

moyennes.
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IV. L’effet des extraits d’Eucalyptus globulus. L sur les produits finaux de fermentation

in vitro

Les résultats des produits finaux de la fermentation in vitro (pH, ammoniaque et
biomasse microbienne) sont indiqués dans le tableau 15.

IV.1. Le pH

Le pH est un paramétre trés important dans la régulation et I’optimisation des
fermentations ruminales. Le pH du jus de rumen fraichement collecté est de 6,23. Cette valeur
indique des conditions physico-chimiques favorables a une bonne activité fermentaire du
microbiote ruminal. Aprés 1’addition de la salive artificielle, une 1égére augmentation de pH a
été constatée. Le pH du mélange jus du rumen/salive artificielle a atteint une valeur moyenne
de 6.72. Cette augmentation de pH peut étre expliquée par D’effet tampon de la salive

artificielle qui contribue a la neutralisation de I’acidité du milieu (Mould et al., 2005).

L’addition des extraits d'Eucalyptus et aux différentes doses n'affecte pas les valeurs de
pH dans le liquide des fermentations a la fin de l'incubation in vitro (apres 24 h) par rapport
au témoin (DO0), sauf pour les extraits aqueux ou une légere diminution (P <0,05) des valeurs
de pH a éte notée pour les concentrations de D75 et D100. Cette legére acidification relative
du milieu de fermentation pour la culture supplémentée avec I’extrait aqueux est
essentiellement due a ’accumulation des acides gras volatiles (AGV) et de I’acide lactique
comme produit final de fermentation dans le milieu (Bernard et al., 2001 ; Madrid et al.,
2002).

Dans I'ensemble, pour tous les extraits d’Eucalyptus, les valeurs de pH sont comprises
entre (6,66 et 6,76), elles restent donc dans I’intervalle favorable a la croissance et de

’activité cellulolytique du microbiote ruminal (@rskov et Ryle, 1990).

<
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Tableau 15: Effet des extraits d'Eucalyptus a différentes doses sur le pH, ’azote ammoniacal (N-NHa) et I’estimation de la biomasse

microbienne (BM) apreés 24 heures fermentation in vitro.

Extraits Eucalyptus globulus. L (mg)
Parametres AcOEt BuOH Aqueux S.EM P-value
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100

pH 6,72° | 6,75 | 6,75° | 6,76° | 6,71* | 6,70° | 6,70° | 6,68° | 6,66° | 670* | 0,01 0,019
N-NHsz (mM/g) | 60,01° | 32,24" | 24,18"° | 22,67° | 23,05° | 38,65° | 25,77° | 39,76" | 38,02° | 34,86" | 2,42 0,0001
BM (mg) 195,53% | 208,25% | 216,46% | 232,94% | 210,50° | 254,01° | 266,74% | 254,05 | 215,81%| 221,76* | 5,65 0,056

abe moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons
par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.
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IV.2. L’azote ammoniacal (N-NH3)

Selon Serment et al., (2011), la concentration en ammoniaque (N-NHs) est un
compartiment intermédiaire entre la dégradation des protéines et l'utilisation de l'azote pour le
la croissance microbienne. Pour tous les extraits et pour toutes les concentrations, la
production de N-NHs a diminué significativement par rapport au témoin (P <0,05). Excepté
pour l'extrait AcOEt, cette diminution est dose dépendante. Nos résultats corroborent
parfaitement avec ceux de Santana et al., (2012) qui ont observé que I’extrait éthanolique
d’Eucalyptus présentait une qualité de modulateur de la fermentation dans le rumen, toute en

diminuant la dégradation de ’azote sans affecter les valeurs de pH.

Les références concernant la production de l'azote ammoniacal in vitro pour des extraits
d'Eucalyptus sont rares, mais de nombreuses recherches ont été menees pour évaluer l'effet
des huiles essentielles sur la fermentation in vitro (Salem et al. 2014, Sirohi et al. 2012); ces
auteurs ont noté que les huiles essentielles d'Eucalyptus diminuaient la production de N-NHa.
Manh et al., (2012) ont également observe que la supplémentation de la ration des bovins par
des feuilles d'Eucalyptus diminuait significativement la production de I’ammoniaque in Vvivo

dans le jus du rumen.

Les faibles concentrations de N-NHs présentées dans cette étude peuvent témoigner
d’une grande utilisation d’ammoniaque pour la croissance microbienne, validée par les

valeurs du PF enregistrées.

Comme il est connu, la concentration d'azote ammoniacal est directement liée a la
dégradation des composes azotés des substrats par les microorganismes du rumen (Van Soest,
1994). Une diminution de la concentration en N-NHz pourrait s'expliquer aussi par une action
spécifique des extraits d'Eucalyptus globulus sur un groupe bactérien appelé « bactéries
productrices de I'hyper-ammonium» tels que: Clostridium sticklandii, Anaerobius
peptostreptococcus et Clostridium aminophilum. Ce groupe de bactéries, bien qu'il soit
présent en faible nombre dans le rumen, est responsable de jusqu'a 50% de la désamination
(Russell et al. 1991). L'inhibition de ce groupe de bactéries pourrait étre due une diminution
de la désamination des acides aminés et de la concentration de N-NH3z comme le suggérent de
nombreux auteurs (Sallam et al., 2009, Broderick et Balthrop, 1979, Cardozo et al., 2004).

Ce résultat est confirmé par les travaux de Blummel et al., (1997) stipulant que la

dégradation de la masse protéique alimentaire conduit essentiellement a la production
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d’ammoniaque et la biomasse microbienne. L’effet corrélatif positif significatif enregistré
entre le N-NHs et le PF (r=0,696, P<0,05) pourrait justifier ce constat. En effet, nos résultats
sont en accord avec ceux de (Min et al ., 2003 ; Durmic et al. ,2010 ; Goel and Makkar, 2012)
ayant signalé I’effet négatif des métabolites secondaires sur la protéolyse ruminale in vitro via
leur capacité a se lier avec les protéines ruminales en provoquant leur inactivation.
Similairement, dans notre étude, les phénols totaux et les flavonoides affectent négativement
et significativement la production ruminale de I’ammoniaque (r=-0,694, r=-0,728, P<0,05

respectivement).
IV.3. Rendement de la biomasse microbienne (BM)

L'addition des extraits d’Eucalyptus n’a pas affecté la production de la biomasse
microbienne (BM) par rapport au témoin (P> 0,05). Comme ce paramétre est estimé sur la
base de la production de gaz et de la matiére organique dégradee et combiné au PF (r= -
0,879, P<0,01) (annexe 4), il semble que lextrait AcOEt agit sur [I'équilibre des

microorganismes du rumen.

En effet, Thao et al., (2015), en utilisant la technique du comptage direct et du tube en
rouleau, ont noté que la supplémentation en poudre d’Eucalyptus n'affecte pas les bactéries
viables et les zoospores fongiques; en revanche, les bactéries protéolytiques et les
protozoaires étaient significativement diminués suite a I'ajout de la farine d'Eucalyptus, ce qui

est en accord avec nos résultats.
IV.4. La production des acides gras volatils (AGV)

Le profil des acides gras volatils totaux, des proportions molaires des AGV (%) et le
ratio molaire (C2/C3) et les BCP apres 24 heures de fermentation in vitro est présenté dans le
tableau 16.

Il ressort que I’addition des extraits d’Eucalyptus n’a pas affecté significativement la
production des AGV totaux (AGV:) (P >0,05), il est important de noter une légere diminution
des valeurs des AGV pour les extraits ACOEt d’Eucalyptus par rapport au témoin. Cependant,
pour les extraits BUOH pour la D100 et aqueux pour la D75 et la D100 pour lesquels un

accroissement a été observé (tableau 16).
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Tableau 16 : Effet des extraits d'Eucalyptus a différentes doses sur le profil des acides gras volatils totaux (mM/g), les concentrations molaires
des AGV (mM/qg), le ratio molaire et les BCP aprés 24 heures de fermentation in vitro.

Extraits Eucalyptus globulus. L (mg)
Parameétres AcOEt BuOH Aqueux S.EEM | P-value
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100

AGV: (mM/g) 88,35° | 81,65 69,7 81,76° | 86,68° | 81,34 | 91,01 | 81,71 | 93,00° | 92,0° 3,37 0,224

Acétate C2 52,01% | 43,373 | 41,87° | 4579* | 5154% | 46,89% | 53,32° | 47,51* | 55,62° | 55,4° 1,63 0,550

Propionate C3 23,73° | 27,36° | 24,81° | 28,10* | 2557° | 24,86% | 26,92% | 23,09° | 26,14% | 256 0,61 0,334
Butyrate C4 9,09 8,55 6,30° 5,66° 743" | 7,39 | 850* | 840 | 861* | 828 0,19 0,0001
Iso-Butyrate 0,62° 0,38° 0,34° 0,36° 0,39° | 035" | 0,38" | 046" | 044" | 046 0,02 0,0001

Valerate 1,70 1,48 1,15 1,37 1,15° 1,212 1,25° 1,482 1,342 | 1,217 0,05 0,066
Iso-Valerate 1,21° 0,52 0,39 0,49° 0,59° | 0,63° | 0,64° 0,77° | 086° | 0,85° 0,05 0,0001
C2/C3 2,21° 1,59 1,69° 1,63° 2,02? 1,88° 1,98° 2,06° 2,13 | 2,17° 0,15 0,0001
BCP 2,07° 1,10° 1,04° 1,04° 1,14° 1,21° 1,12° | 1,50%° | 1,39° | 1,492 0,07 0,0001

BCP : Concentration d'acides gras a chaine ramifiée = (isobutyrique + isovalérique) /AGVt ;

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons
par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.
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Compte tenu de la proportion molaire de chaque acide gras volatile, les résultats
indiquent que l'inclusion des extraits d’Eucalyptus induit une légére diminution de la
concentration en acétate uniquement pour I’extrait ACOEt mais elle n’est pas significative
(P> 0.05). Cette décroissance est parallélement accompagnée d’une légére augmentation dans
la concentration du propionate. Cette situation 1’a déja évoqué Busquet et al., (2006) et elle
est conforme aux études antérieures in vitro sur I'effet des extraits végétaux sur le profil des
AGV menées par plusieurs auteurs (Hess et al., 2003, Hristov et al., 2003, Patra et al., 2006,
Sirohi et al ., 2012).

En ce qui concerne le butyrate, tous les extraits d'Eucalyptus ont diminué sa production
(P <0,01) excepté I'extrait aqueux. Le méme effet est observé pour les acides gras a chaine
ramifiée (isobutyrique et isovalérique) dont la diminution de leur proportion dans les AGV
totaux (BCP) est significative (P <0,001). Le rapport C2/C3 n'est affecté que par I'extrait

AcOEt et il est significativement inférieur a la valeur du témoin (P <0,01).

Il a été précédemment rapporté dans la littérature que la production du méthane dans le
rumen est étroitement liée au rapport C2/C3 et que la diminution du méthane a conduit a une
proportion molaire de propionate plus élevée et par conséquent, a un rapport C2/C3 plus
faible (Amokrane et al., 2016, Nellot et al., 1997, Mitsumori et Sun, 2008). De ce fait, la
diminution observée dans la production de CH4 pour I’extrait ACOEt peut étre attribuée
principalement a un rapport NADH / NAD + élevé (Amokrane et al., 2016; Miller, 1995).

L’analyse de la matrice des corrélations montre une corrélation positive significative
entre la concentration du C2 et C4 etles AGVt, puisque on sait tres bien que ces deux AGV
majeurs sont impliqués efficacement dans la production de H2, contrairement au C3 qui est
impligué dans l'utilisation de H2. Les tanins totaux ont montré un effet corrélatif significatif et
négatif sur le processus de production des AGV totaux de méme que pour I’acétate (r=-0,679,
P<0,01 ; r=0.800, P<0,01) respectivement. Ce résultat confirme 1’effet négatif des tanins sur
la production des AGV. Ainsi que, I'impact négatif des composés phénoliques sur
I’orientation des voies fermentaires via le rapport C2/C3. En effet, des corrélations négatives
sont notées entre les composés phénoliques (PT, FT, TT) et le rapport C2/C3 (r= -0,808,
P<0,01 ; r=-0.839, P<0,01 ; r=-0.969, P<0,01) respectivement.
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V. L’effet des extraits d’Eucalyptus globulus. L sur la population des protozoaires

Comme le montre la figure 27, tous les extraits d’Eucalyptus induisent une diminution
dans la population des protozoaires apres 24 h d'incubation. Le nombre total de protozoaires
pour tous les extraits d’E. globulus est considérablement plus faible que le témoin. Cependant,
l'effet est différent selon le type d'extrait et de la dose utilisée ; pour I'extrait AcOEt, la plus
forte réduction est notée pour la D100 (64,9%), tandis que pour I'extrait BUOH pour la D50 et
pour D’extrait aqueux pour la D75. La diminution du nombre total de protozoaires est
probablement due aux activités anti-protozoaires des métabolites secondaires contenus dans
les extraits d'Eucalyptus (Agarwal et al., 2009; Benchaar et al., 2008), cette action se traduit
par une réduction des bactéries méthanogenes, qui vivent libres en phase aqueuse ou fixées
aux protozoaires (Newbold et al., 1995), Benchaar et al.,(2008) et Morgavi et al., (2010) ont
précise que la diminution du nombre de producteurs d’hydrogene (H.), comme les
protozoaires, dans le rumen est une approche importante pour réduire les émissions de CHa.
Pour cette raison, la diminution du nombre de protozoaires et le déclin de la production de
méthane suite a 1’ajout de l'extrait ACOEt pourraient étre dus a la réduction de l'apport
d'’hydrogéne pour les bactéries methanogenes. Parmi la communauté de protozoaires, il est
bien documenté que les protozoaires ciliés du rumen sont de puissants microorganismes
producteurs de H. (Sobhy et al., 2010 ; Jouany et Lassalas, 2000).

Dans notre étude, le nombre de protozoaires est diminué pour tous les extraits, mais la
production de CH. est affectée seulement pour I'extrait ACOEt. Cet effet antagoniste remarqué
pour les extraits BUOH et aqueux pourrait s'expliquer par la nature des métabolites
secondaires présents dans chaque extrait. Effectivement, Kamra et al., (2005) et Sobhy et al.,
(2010) indiquent que les espéces végétales et les composés végétaux secondaires peuvent
différer dans leurs activités anti-méthanogénes et anti-protozoaires en raison de la source
différente, ainsi que le niveau d'inclusion. Au contraire, Goel et al., (2007) ont précisé qu'il
n'y a pas de corrélation in vitro entre les bactéries méthanogénes et la population de
protozoaires et la production de méthane. D'autres études sont donc nécessaires pour mieux
comprendre la relation entre la population microbienne et la production de méthane dans le

rumen.
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Figure 27: Effet des extraits d’Eucalyptus globulus. L a différentes doses sur la population
des protozoaires apres 24 h d'incubation in vitro.

Nous avons eétablie une forte corrélation entre les protozoaires et la production de
I’ammoniaque. Il en ressort que le taux des protozoaires est positivement et significativement
corrélé a la concentration en ammoniaque (r= 0,917, P<0,01) (annexe 7), donc la
prolifération des protozoaires est stimulé par une production accrue en ammoniaque, ce qui
pourrait justifier dans notre cas la réduction dans la population des protozoaires en réponse a

la baisse de la concentration en N-NH3 dans le milieu de culture par rapport au témoin.
VI. Steechiométrie des fermentations aprés addition des extraits d’Eucalyptus globulus. L

La steechiométric du C et H dans la fermentation ruminale est un point clé pour
comprendre la répartition des composes diététiques dégradables entre les produits de
fermentation utiles (acides gras volatils (AGV) et biomasse microbienne) et les déchets tels
que le méthane (CH4) et le dioxyde de carbone (CO.). Dans ce contexte, les méthodes
d’estimation in vitro peuvent étre utiles car les productions d’AGV et de gaz sont beaucoup

plus faciles a mesurer que par les méthodes in vivo.
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La fermentation du substrat avec une composition glucidique correspondant & un régime
avec 40 % de concentré, avec ou sans addition d'extraits de plantes, a été étudiée in vitro avec
la technique de production de gaz in vitro (IVGPT). La production d'AGV a été mesurée apres
24 heures d'incubation, ainsi que la production et la composition du gaz (CH4, CO2) ont été
calculées a partir de la production des AGV selon les relations steechiométriques classiques

citées précédemment dans le chapitre matériels et méthodes.

La production de gaz in vitro a deux origines: dégradation des substrats (gaz direct) et
tamponnement des AGV (gaz indirect). Aprés 24h heures d’incubation, la production de gaz
résultant de la fermentation du substrat en présence d’extraits d’E. globulus est
essentiellement composée de dioxyde de carbone (CO. mesuré) (tableau 17). Le volume de
CO: produit varie entre 3,35 et 4,63 mmol/g MS. En effet, le dioxyde de carbone est produit
soit directement de la degradation des substrats organiques de I’aliment par le microbiote
ruminal soit indirectement a partir de la salive artificielle pour neutraliser 1’acidité induite par
la production des AGV. De plus, les coefficients staechiométriques choisis ont surestimé la
production théorique de CHa par rapport a la production mesurée (tableau 17). Cela peut

remettre en question cette facon habituelle de modéliser la production de CH..

En admettant que 1 mmol des AGV produits a partir du systeme fermentaire génere
0.87- 1.0 mmol du CO: a partir du systeme tampon a base de bicarbonate (Beuvink and
Spoelstra, 1992; Blammel et @rskov, 1993). Dans notre étude, en se basant sur les données
prédites, nous constatons que le gaz indirect (CO2) produit dans les systémes batch apres 24h
d’incubation représente entre 50,50 et 55.76 % de la production totale du gaz estimé. Les
résultats obtenus recoupent ceux de Blimmel et @rskov (1993) rapportant un pourcentage de
gaz indirect 53.6% du gaz total a I’issue de la fermentation de la paille pendant 24h. Ainsi,
Blummel et al., (1999) ayant observé des proportions de gaz indirect entre 49 et 56 % lors de
la fermentation in vitro de 55 substrats. Dans le méme contexte, Getachew et al., (1998)
stipule qu’ a partir d’une ration a base de fourrage, le gaz indirect produit a partir du
bicarbonate du tampon représente 50% du gaz total, néanmoins, cette production s’éleve a

60% dans le cas des rations a base de concentré.

En contrepartie, les données réelles calculées a partir de nos essais révelent une
surestimation de la quantité du gaz indirect (CO.) produite a partir du systeme tampon utilisé.
Etant donné que le systéeme tampon utilisé dans notre étude contient des bicarbonates ainsi

que des phosphates, et que la réaction des AGV avec les phosphates, contrairement a celle des
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bicarbonates, ne produit pas de gaz, nous ne supposons qu’une partie considérable des AGV
produits & partir de la fermentation de notre substrat en présence d’extraits d’E. globulus a
réagit plutot avec le phosphate qu’avec le bicarbonate. Similaire a nos résultats, Beuvink and
Spoelstra (1992) ont estimé que 13% des AGV produits ont été réagi avec les phosphates du
systeme tampon. De ce fait, nous suggérons que la plus grande partie du méthane produit dans
nos essais est a I’origine un CO2 provenant de la fermentation des constituants du substrat
testé et non plus du systeme tampon. Ces résultats sont confirmés, dans notre étude, par
I’absence d’un effet corrélatif entre la production du gaz et la production des AGV (Annexe
9), et ils sont incohérents avec ceux de Bliimmel et Orskov (1993) ayant rapporté I’association
étroite entre la production du gaz et la production des AGV in vitro. Autrement dit, la
prédiction des quantités des gaz produites au terme des fermentations a partir des
concentrations définies des AGV majeurs pourrait étre selon les données de notre étude,
infiables et incompatibles, cela pourrait étre di aux conditions différentes des essais et les

différentes techniques de mesure de gaz utilisées dans chaque essai.

L’analyse qualitative du pool gazeux, révélée par le rapport CO2/CHys, indique que ce
ratio est compris entre 6,55 et 151,67. Le rapport le plus élevé a été note aprées addition de
I’extrait ACOEt d’E. globulus. La faible production de methane observée pour les cultures
supplémentées avec I’extrait ACOEt d’E. globulus conduit a s’interroger sur le devenir de
I’hydrogéne produit lors de la fermentation, est-il incorporé au méthane ou a d’autres voies?
Pour Vérifier cette situation, Le bilan d’hydrogéne a été calcule; dans notre etude, il est
compris entre 45,40 et 58,27 %, nos résultats ne corroborent pas avec ceux de Demeyer
(1990) qui a déduit que le bilan d’hydrogéne dans les conditions fermentaires normales doit
étre (> 78%). D’ou il est possible de conclure que I’hydrogéne produit lors de la dégradation
de notre substrat en présence des extraits d’Eucalyptus n’est pas essenticllement incorporé en

méthane.

Dans les conditions fermentaires normales I’hydrogene formé doit étre éliminé au fur et
a mesure de sa production puisqu’une €lévation de sa pression partielle inhiberait ’action des
déshydrogénases impliquées dans le processus de réoxydation des cofacteurs réduits (Miller
1995), I'utilisation continue de I’hydrogéne dans le rumen est majoritairement assurée par les
bactéries archaeméthanogenes pour réduire une partie du CO2 en méthane (CHa) ce qui n’est
probablement produit ici. Cette situation pourrait étre expliquée par I’existence d’autres voies
métaboliques concurrentes pour 1utilisation de 1’hydrogéne, comme la synthese de

propionate, 1’acétogenése réductrice, la réduction des nitrates, des sulfates, ainsi que la
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saturation des acides gras insaturés, constituent d’autres voies de fixation de I’hydrogene
méme si celles-ci sont considérées comme mineures par rapport a la méthanogenese. 1l est
aussi admis qu’une réduction de 20% du méthane digestif ne perturbe pas les fonctions
digestives ou fermentaires essentielles du rumen (Martin et al., 2006). Au-dela de ce seuil,
une réduction de la méthanogenése ne peut &tre envisagée que si I’hydrogéne peut-étre
métabolis¢ dans d’autres voies conduisant par exemple a la synthese de propionate ou de

butyrate pour éviter son accumulation dans les gaz de fermentation.

CO, estimé : A/2+P/4+1.5*B; A : production d’acétate (moles), P : production de propionate
(moles), B : production de butyrate (moles) (Getachew et al., 1998)

CHs estimé : [A+2*B]-CO; estimé ; A : production d’acétate (moles), B : production de
butyrate (moles) (Getachew et al.,1998)

Gas total estimé : CO; estime + CH4 estimé+ CO; indirect (Immole CO: indirect = 0..87
mmoles AGVt) (Getachew et al.,1998)

R : L’effet antimethanogenic relatif a I’ajout de chaque extrait (dose de quercetine) (Relative
antimethanogenic effect).

R = pn test/n control (Lopez et al., 2010) L'effet relatif (R) fournit une indication de la
séparation comparative entre les moyens de test et de controle (p):

Si R est égal a l'unité (R = 1), la valeur d'essai est identique au contréle, les valeurs plus
faibles (R < 1) indiquent une production décroissante dans le traitement d'essai
comparativement au témoin, mais des valeurs plus ¢levées (R > 1) indiquent que le méthane a
été augmenté en réponse a l'additif.

R’ : Le pourcentage de réduction/d’augmentation de la production du méthane relatif a I’ajout
de chaque substrat (relative percentage of increase (positive) or decrease (negative) in
methane production

R’ = (n test — p control)/p control (Lopez et al., 2010)

4M+2P+2B
2A+P+4B

BH %=TR H,= X 100 (Demeyer, 1990)

BH% : bilan d’hydrogene ; TR H2: taux de récupération de I’hydrogene

M : production de méthane (mmoles) ; P : production de propionate (mmoles); B : production
de butyrate (mmoles); A : roduction d’acétate (mmoles).
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Tableau 17 : Steechiométrie de la fermentation in vitro (mM/ g MS) et le taux de récupération d’hydrogéne (%) aprés addition des différentes
doses des extraits d’Eucalyptus globulus. L au substrat de référence en comparaison avec le contréle.

Extrait Eucalyptus globulus. L (mg)

U . AcOEt BuOH Aqueux SEM | P-Value
DO D50 D75 D100 D50 D75 | D100 | D50 D75 | D100
CH. mesuré 0,50° | 0,08° | 0,04° 0,03* | 050 | 060° | 063" | 063 | 053 | 058 | 004 | 0,0001
CH, estimé 2,46 | 1,91* | 1,08° 1,91 | 2,08 | 223 | 2420 | 2222 | 256% | 242* | 0,05 0,005
CO; mesuré 3,35° | 397* | 4,19 455 | 366° | 439" | 463* | 437 | 3,72° | 3,80° | 0,10 0,027
CO;estimé 4,56° | 4,13*° | 385" | 3,88°¢ | 4,10° | 4,22° | 461* | 421 | 473" | 4,41*° | 0,06 0,002
CO: indirect 7,69° | 7,10° | 5,95 7120 | 7540 | 7,08 | 792 | 711 | 809 | 803" | 011 | 0,0001

Gaz total mesure| 4192 | 4.46° 4,64 4,98 450° | 544* | 572* | 544* | 462* | 476* | 0,12 0,054
Gaz total estimé | 14 712 | 13,15 | 11,78° | 12,91° | 13,71* | 13,53% | 14,95 | 13,54° | 1537% | 14,40° | 0,20 0,0001

CO2/CH, 6,71° | 49,63° | 104,75° | 151,67¢ | 7,32* | 7,31* | 7,35 | 6,94° | 7,01* | 655 | 7,08 | 0,0001
CH4/Gaz Total | 012¢ | 0,02° | 0,01 0,01 | 011* | 011* | 011* | 0112* | 0,12* | 0,12*° | 0,01 | 0,0001
CHJ/AGV: 0,06 | 0,01° 0,01° | 0,001° | 0,06 | 0,07* | 007* | 008 | 006" | 006* | 0,00 | 0,0001
R - 0,07 0,16 0,09 1,01 1,21 1,27 1,18 1,07 1,17 - -
R’ - -0,84 | -091 | -093 | 001 |-040 | 027 1,19 1,11 1,13 - -
BH (%) 52,13* | 50,63° | 4540° | 47,97° | 58,03° | 57,77* | 57,53° | 58,27* | 53,00° | 54,43* | 0,90 0,019

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.
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VII. L’effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) sur les caractéristiques de

la fermentation in vitro
VI1.1. Production de gaz total (GP24)

Les parametres de la production de gaz enregistrés sont mentionnés dans le tableau 18.
Les données bibliographiques sur I'impact des extraits de feuilles d'olive sur la
fermentescibilité in vitro dans le rumen sont rares. Cependant, de nombreuses études
rapportent le pouvoir antiméthanogénique d'extraits naturels de plantes chez les ruminants
(Bodas et al., 2008, Durmic et al., 2013, Shakeri et al.,2016).

Dans le present travail, I’extrait ACOEt de feuilles d’olives induit une augmentation
significative de la production de gaz (P<0,01). Une méme tendance est observée pour ’extrait
aqueux. En revanche, I'extrait BUOH n’influe pas la production de gaz aprés 24h. Ces résultats
sont différents de ceux observés par Jafari et al., (2016) qui rapportent un effet négatif sur la
production de gaz.

Comme il est connu, la production de gaz est un bon indice microbien de l'activité
fermentaire dans le rumen. Par consequent, les résultats de la production de gaz (GP24)

suggerent une activité spécifique de nos extraits sur la fermentation microbienne ruminale.
VI1.2. Production de méthane (CHa)

L'extrait AcOEt induit une diminution importante de la production de méthane
comparativement au témoin et le pourcentage de réduction est dose dépendant (2,88, 3,17 et
3,53% respectivement pour les concentrations D50, D75 et D100). Cette réduction de CH4 été
statistiquement significative (P<0,01). En outre pour I'extrait BUOH, une réduction dans la
production de méthane est notée, cependant, cette derniére n'est pas statistiquement
significative (P> 0,05).

D'aprés Orskov and Mc.Donald, (1979) et Wolin (1975), la réduction du méthane est
synonyme d'une augmentation de la production de propionate. Cette conclusion corrobore
parfaitement avec les résultats enregistrés dans notre expérience. Ainsi pour l'extrait ACOEt, la
réduction de la concentration en méthane dans le pool gazeux est accompagnée d'une
augmentation du propionate (tableau 21). La méme tendance est observée pour les extraits
BuOH et aqueux. Pour ces derniers cas, cette augmentation de propionate est probablement

due a la teneur élevée de ces deux extraits en sucres solubles.
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Tableau 18: Effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) a différentes doses sur la production du gaz cumulative (VCSS, VCSO), le

CHa, CO: et le facteur de partition (PF) aprés 24 heures de fermentation in vitro.

Extraits Olea europaea. L (mg)

S.E.M |P-Value
Parametres AcOEt BuOH Aqueux
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100

VCSS (ml/gMS) 99352 [102,57° [11524° [116,96" |103,96° |98,08* [103,63* [99,43* |112,22*" |99 35 1,47 0,0001
VCSO (ml/g MO) |106,86* [110,33* 123,96 [125,81° |111,83* [105,50° 111,47 |106,95° |120,72** |106,86*° | 1,58 0,0001
CH.%Total Gaz | 15,59° |12,75"° |11,15° |10,69° |15,00®° [13,99°¢ |13,73° |1534* | 1518 15,59° 0,28 0,0001
CHas ml/g MS 15,76 [13,08" |12,81" |1247° |1567*° [13,81° |14,37*® |1577° 16,66° 15,76° 0,27 0,0001
CHs ml/g MO 16,95° [14,07° |13,78" |1342" [16,84* |1485° |1546*° |16,96° 17,92° 16,95 0,30 0,0001
CH4 ml/lg MOD 30,59° 26,200 |29,14%° |27,64® |31,94* |2874* [31,19° [2895° |3211%° 30,59° 0,56 0,015
C0O, % total gaz 81,72 86,02 ]98,82° |99,09° |86,66° |82,35*° |87,38° |84,75° | 90,54%° 81,722 1,21 0,0001
CO, mlig MS 80,85 |83,88" [8597° [84,91° |8303° [8327° [8343° |8246" 82,51° 80,857 0,28 0,0001
CO, mlig MO 87,90* |92,52° |106,29° |106,58° |93,22*® |88,58* |93,99° |91,16° | 97,40 87,90° 1,30 0,0001
CO, ml/g MOD  |158,48° |172,31° |224,87° [219,58° (176,31 |171,27° |189,71* |155,73* | 174,45 (158,48 | 4,38 0,0001
PF Ratio 5,12 4,87° 3,83 3,87° 4,77 4,88 4,40° 5,30 4,75 5,12 0,10 0,0001

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.
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VI11.3. Facteur de partition (PF)

Les valeurs de PF calculées sont comprises entre 3,83 et 5,30. Pour I’extrait ACOEt ou
une production élevée en gaz est notée ; les valeurs de PF sont affectées (tableau 18). Cette
réduction du PF est statistiquement significative pour les doses D75 et D100. Cette situation
s’explique par ’orientation des fermentations soit vers la production des AGV ou de la
biomasse microbienne. Tandis que pour les extrait BUOH et aqueux, les valeurs de PF sont
comparables au témoin. Dans cette manipulation, les valeurs de PF observées pour tous les
extraits sont supérieures a la valeur maximale théoriquement possible (4,41 mg / ml) basée
sur le calcul steechiométrique de Blimmel et al., (1997) a I’exception pour la D75 et la D100
pour I’extrait ACOEL.

VI1.4. Digestibilité apparente de la matiére seche (DMS) et de la matiére organique
(OMD) et de I’énergie métabolisable

Les résultats de la digestibilité apparente de la matiére séche et organique et de 1’énergie
métabolisable sont montrés dans le tableau 19. Pour les extraits BUOH et aqueux, la
digestibilité de la matiére organique (DMO) n'est pas significativement affectée. Dans le cas
de I'extrait aqueux, ce paramétre est légérement augmenté. Cependant, I'extrait ACOEt réduit
significativement la DMO (P<0,05) et la diminution la plus importante est enregistrée pour la
D75. Seul Dextrait AcCOEt a influencé positivement et significativement 1’énergie
métabolisable (P<0,05). Contrairement pour les extraits BUOH et aqueux pour les quels, ce

parametre reste comparable au témoin (P> 0,05).
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Tableau 19 : Effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) a différentes doses sur la digestibilité apparente de la matiere séche et de la
mati¢re organique et de 1’énergie métabolisable aprés 24 heures fermentation in vitro.

Extraits Olea europaea. L (mg)
Parametres AcOEt BuOH Aqueux S.EM P-value
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100
DMS (%) 55,58% |54,76*° |48,26° 149,93*° |53,66° |51,51° |47,86° |57,72° |57,95° | 55,58 0,76 0,026
DMO (%) 54,65° |53,70*°  |47,48" 148,71 |53,36* |51,25% |47,05° |56,69° | 57,16° 54,65 0,69 0,023
EM (MJ/Kg MS) | 6,42° 6,51 6,89° 6,93° 6,55 6,38° 6,55 6,42 6,802 6,42 0,04 0,0001

abe moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons
par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L’erreur standard des

moyennes.
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VIII. L’effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) sur les produits finaux de

fermentation in vitro
VIIIL1. Le pH

Les valeurs de pH sont indiquées dans le tableau 20. Il ressort que seul I'extrait ACOEt a
affecté les valeurs de pH (P <0,001). Cependant, une légére augmentation des valeurs de pH a
été notée pour I'extrait BUOH mais elle n'est pas statistiquement significative (P>0,05). Pour
les extraits aqueux, les valeurs du pH sont comparables au témoin et dans cette présente étude
pour tous les traitements, les valeurs de pH varient entre 6,47 et 6,63. Le pH de
I'environnement ruminal est la résultante de la production d'acide, des tampons salivaires et
des tampons propre de la ration. Bien qu'il soit difficile de définir avec précision une plage
précise, il est généralement admis que dans les conditions normales de fonctionnement du
rumen, le pH se situe entre 6,0 et 7,0 (Remond et al.,1995), ces valeurs étant considérées
comme optimales pour maintenir une croissance normale et une bonne activité cellulolytique

du microbiote ruminal (drskov and Ryle, 1990).
VII1.2. L’azote ammoniacal (N-NH3)

Pour les trois extraits et pour les trois concentrations, la production d'azote ammoniacal
est augmentée comparativement au témoin (P<0,01), a I'exception de la D100 pour les extraits
AcOEt et aqueux (tableau 20). Le N-NHs est un produit final de la dégradation des protéines
dont une partie est consommeée par le microbiote ruminal pour sa croissance. Selon Wallace et
al., (2002) I'usage des huiles essentielles végétales comme agent antimicrobien permet de
moduler les activités de la population microbienne du rumen en réduisant la dégradation des
protéines alimentaires et en améliorant I'échappement du N dans le rumen. Alors que dans
notre étude, l'augmentation de la production d'ammoniaque avec les extraits de feuilles
d'olivier par rapport au témoin pourrait probablement étre attribuée a une inhibition sélective
des microorganismes utilisateurs d'ammoniaque et suggérent également, que les niveaux de
ces extraits végétaux n'avaient aucun impact dramatique sur la désamination des acides
aminés par les bactéries produisant de I'hyper-ammoniac (Castillejos et al., 2005 ; Gunal et
al., 2014). Différemment, Jafari et al., (2016) indiquent une diminution de la concentration in
vitro de N-NHz par rapport a celle du témoin aprés addition des fractions de feuilles de
papaye riches en composés phénoliques (extrait chloroformique et AcOEt). Cet effet est
attribué a des groupes hydroxyle phénoliques (par exemple, tanins) qui peuvent réagir avec

les protéines, formant des complexes tanin-protéine et empéchent ainsi leur
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Tableau 20: Effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) a différentes doses sur le pH, I’azote ammoniacal (N-NHj3) et I’estimation
de la biomasse microbienne (BM) aprés 24 heures fermentation in vitro.

Extraits Olea europaea. L (mg)

. S.E.M | P-value
Parametres ACOEt BuOH Aqueux
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 = D50 D75 | D100
pH 6,47 | 663" | 660" | 656° @ 653 | 653 | 653 | 647*° | 6,44 6,47 | 0,01 | 0,0001

N-NHs (mM/g) @ 62,11° | 89,20°  62,40° | 50,13* 71,80° 64,78° | 69,88

72,26** | 76,82 | 62,11° | 1,83 | 0,0001
BM (mg) 212,73* | 211,21* | 236,65" | 240,41° | 214,20° | 203,69° @ 215,67

212,75% 1 236,75°| 212,73 | 2,84 | 0,0001

abe moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des
moyennes.
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dégradation par les protéases. Cette constatation réconforte nos constatations car nos extraits
contiennent une faible quantité des tanins (confirmé par I’analyse phytochimique de nos

extraits).
VI11.3. Rendement de la biomasse microbienne (BM)

La quantification de la synthése de la biomasse microbienne dans le rumen prend toute
son importance dans la fermentation de la matiere organique des aliments puisque la synthése
de la biomasse microbienne satisfait 70-85% de I'énergie et 70-100% des besoins en protéines
des ruminants, ce qui nécessite de comprendre les facteurs alimentaires influencant la
biomasse microbienne du rumen. La détermination des facteurs d'alimentation affectant la
synthése de la biomasse microbienne in vivo est trop colteuse. Par conséquent, la technique
de production de gaz in vitro du rumen est utilisée pour I'évaluation de I'énergie alimentaire
dans les aliments pour ruminants et a éte aussi adopté pour évaluer le potentiel de production
de biomasse microbienne donc la répartition de la matiere organique fermentée entre la

biomasse microbienne et les déchets de fermentation.

Dans notre etude, une augmentation du rendement de la biomasse microbienne pour
I’extrait ACOELt est observée pour la D75 et la D100. Cette augmentation est statistiquement
significative et s’accompagne parallélement avec I’augmentation de 1’énergie métabolisable
(EM) pour les mémes concentrations. L’augmentation de la production de I’azote ammoniacal
comparativement au témoin spécialement pour les extraits AcCOEt pourra étre attribuée a
I’incorporation de I'ammoniaque produit dans la synthese de la biomasse microbienne ce qui
améliore ce paramétre. Cependant, pour l'extrait BuOH et aqueux, le rendement de la
biomasse microbienne reste comparable au témoin a I’exception pour la D75 pour I’extrait

aqueux.
VI11.4. Production des acides gras volatils (AGV)

L’impact des extraits de feuilles d’olive utilisés a différentes concentrations sur le profil
des acides gras volatils totaux (mM/g), les concentrations molaires des AGV (mM/g), le ratio

C2/C3 et les BCP apres 24 heures de fermentation in vitro est présenté dans le tableau 21.

Tous les extraits d'olive n'ont aucun effet sur la production totale d'AGV par rapport au
témoin (P> 0,05). Cependant, il est important de noter une légere diminution des valeurs
totales d'AGV pour ’extrait ACOEt par rapport au témoin. Contrairement pour I'extrait

aqueux, un accroissement est observé pour les trois concentrations testées. L’addition de

117



Chapitre 11. Résultats et Discussion

I’extrait ACOEt a légérement diminué la concentration en acétate, alors que sa concentration
est augmentée pour I’extrait aqueux (P> 0,05). En parallele, I'addition de tous les extraits de
feuilles d’olive augmente la production de propionate comparativement au contrdle méme si
cette augmentation n’est pas statistiquement significative (P> 0,05). En ce qui concerne le
butyrate, seule I’inclusion de I’extrait ACOEt a diminue sa production d’une fagon
significative (P <0,01), pour les extraits BUOH et aqueux, les valeurs sont comparables au
témoin. Le rapport acétate /propionate (C2/C3) est affecté par les extraits ACOEt et BUOH, et
ce dernier est significativement plus bas que la valeur du témoin (P <0,05). Tous les extraits
d’Olea europaea ont affecté significativement la production d'acides gras a chaine ramifiée
BCP par rapport au témoin (P <0,01).

Selon McDonald et al., (1995), la fermentation des aliments riches en amidon tend a
produire plus de propionate, tandis que les substrats fibreux entrainent une augmentation de la
formation d'acétate. L'addition d'extrait ACOEt a stimulé certaines voies favorables telles que
la production de propionate, ce qui a entraine une réduction significative du rapport acétate au
propionate. La diminution du rapport C2/ C3 avec les proportions croissantes de propionate
est rapportée par de nombreux auteurs. Cela confirme que la réduction du CHs (pour I’extrait
AcOEt dans notre cas) est le résultat de la reorientation des molécules d'hydrogéne H. du
chemin de la méthanogenése a la production de propionate (Demeyer et Van Nevel, 1975).
Ces résultats sont en accord avec le résultat obtenu par Molina-Alcaide et al., (2010) qui ont
rapporté un rapport C2 / C3 inférieur dans les fermenteurs en culture continue nourris avec un

régime contenant des feuilles d'olive par rapport au foin de luzerne.

La diminution du ratio C2/ C3 observée avec les extraits de feuilles d'olive pourrait étre
due aussi a une croissance réduite des bactéries cellulolytiques dans le rumen, ce qui est en

ligne avec des études antérieures (Molina Alcaide et al., 2010).
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Tableau 21: Effet des extraits de feuilles d’olive a différentes doses sur le profil des acides gras volatils totaux (mM/g), les concentrations
molaires des AGV (mM/qg), le ratio molaire C2 /C3 et les BCP aprés 24 heures de fermentation in vitro.

Extraits Olea europaea. L (mg)
S.EM P-value

Paramétres

AcOEt BuOH Aqueux

DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100
AGV,, mM/g 89,11 | 82,40° | 83,42° | 86,28% | 91,72° | 87,34* | 92,08* | 99,00 | 101,58° | 98,94 | 183 0,536
Acétate C2 55,99° | 5390° | 51,77° | 57,66° | 57,10* | 5505% | 57,54° @ 64,85 | 63,95 | 63,64* | 1,09 0,263
Propionate C3 16,44* | 16,44* | 19,74 | 2055° | 18,05° | 1852° | 20,03* | 19,00° & 19,69° & 20,82 | 0,50 0,516
Butyrate C4 12,55 | 8,97%° 9,192 5,29° 12,90* | 11,37% | 11,69* | 11,99% | 14,07° | 11,59 | 0,47 0,002
Iso-Butyrate 0,78 0,623 0,582 0,52° 0,69*¢ | 044> | 050 | 0,63° | 0,78 | 0,58 0,03 0,021
Valerate 1,76° 1,42%° 1,28° 1,32°¢ 1,54%° | 111° | 1,38* | 142* | 1.80° 1,30° 0,05 0,009
Iso-Valerate 1,58 1,05%° 0,87° 0,93°¢ 1,43%¢ | 0,85° | 0,93°¢ | 1,12*° | 1,30*° | 1,02° ,06 0,010
C2 /C3 ratio 3,49° 3,28%° 2,68 2,81°¢ | 316* | 3,00%° | 289" | 341* | 325 | 3,06° 0,06 0,019
BCP 2,63° 2,032 1,72° 1,68"¢ 2,317 1,48° 1,56° 1,76° | 2,05*° | 1,61°¢ 0,08 0,0001

BCP : Concentration d'acides gras a chaine ramifiée = (isobutyrique + isovalérique) /AGVt ;

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons
par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des

moyennes.
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IX. L’effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) sur la population des

protozoaires

Comme il est indiqué dans la figure 28, tous les extraits de feuilles d'olive induisent une
diminution dans la population de protozoaires apres 24 h d'incubation. Il est a signaler que
seul l'extrait ACOEt entraine une diminution significative de la population de protozoaires
comparativement au témoin (DO0). La plus grande réduction enregistrée est de 79,6% avec la
dose de D100. Cette réduction est liée a celle observé pour le méthane avec une forte
corrélation positive (r= 0,738, P <0,01) (Annexe 11). Ces résultats sont en accord avec des
études antérieurs réalisés sur l'effet des extraits végétaux riches en polyphénols (Jafari et al.,
2016 ; Kim et al., 2015). En outre, l'addition des deux extraits BUOH et aqueux a également
réduit le nombre de protozoaires, mais cette réduction est faible comparativement a I'extrait
AcOEt. Il est bien connu que les protozoaires ciliés jouent un role clé dans la méthanogenese
ruminale puisque les méthanogénes s'attachent a leur surface (10 a 20% des méthanogenes
vivent en association avec des protozoaires) et que la réduction des protozoaires réduirait
également la population des archae-bactéries meéthanogenes. Ce qui entrainera par

conséquence la reduction de CHa.

Nbre de
protozoaires x M5 L ¥/ | J50 my/y43 o Jiog

800 -
800 -
700 -
E00 -
500 -
4.00 -
200 -
200 -
100 -
00 -

AclEt BullH Agueux
Extraits de feuilles d'olive

D0, D50, D75 et D100: 0 (témoin), 50, 75 et 100 mg d'extrait ajouté dans les flacons de culture, respectivement.

Figure 28 : Effet des extraits de feuilles d’olive (Olea europaea. L) a différentes doses sur la
population des protozoaires aprés 24 h d’incubation in vitro.
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X. L’effet de la quercétine « Témoin positif » sur les caractéristiques de la fermentation

in vitro

Les données obtenues par les analyses de contraste sont reportées dans le tableau 22 et
celles de I’impact de la quercétine sur les caractéristiques de la fermentation in vitro sont

montrées dans le tableau 23 et la figure 29.

D’apres la plupart des paramétres considérés, en augmentant la concentration de
quercetine, la composante linéaire de la variance montre un effet significatif (P <0,001).
Toutefois, la digestibilité de la matiére organique (DMO) a mis en évidence un effet linéaire
clair (I’augmentation de la concentration de quercétine a entrainé automatiquement une
diminution de la DMO). Inversement, pour la VCSO (production cumulative de gaz liée a la
matiére organique incubee) et le pH, c’est le model sigmoidal qui exprime mieux les données
obtenues pour ces deux paramétres, montrant une différence nette (P < 0, 01) entre les doses
faibles (DO, D150) et les doses élevées (D175, D200) (tableau 22).

L’augmentation des doses de quercétine a egalement réduit significativement la
production de CH4, montrant ainsi des effets linéaires et quadratiques (comme % de gaz total
produit) et sigmoidaux (comme ml/ g MO incubée). La production de méthane a été calculée
comme pourcentage (% du gaz total produit) et en tant que quantit¢ (ml) par matiére
organique incubée ou dégradée (Figure 30). Dans tous les cas, sauf pour le CH4s comme ml /
MOD (matiére organique dégradée), I'ajout de quercetine a réduit la production de méthane,

montrant les valeurs les plus faibles pour la concentration la plus faible (D150).

L’addition de la quercétine a des doses croissantes a affecté négativement et
significativement le PF par rapport au contrdle (P<0,01) qui corrobore avec une augmentation
du gaz total produit GP24 et une diminution de substrat a utilisé pour la production des AGV
ou de la biomasse microbienne. L’ajout de la quercétine a augmente également
significativement le rendement de la biomasse microbienne BM par rapport au témoin

(P<0,01) ainsi que I’énergie métabolisable estimée (P<0,05) (tableau 23).
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Tableau 22: Résultats des analyses de contraste pour les principaux paramétres déterminés

pour la fermentation de la quercétine aprés 24 h d'incubation.

S pH |DMO| VCSO | AGV | C2/C3 | N-NH; | CHs' | CH4
Llnealre *k*k *k*x *k*x NS *kx *kk *kk NS
Quadratique NS * NS NS NS bl Fokk *
Sigmoidal e NS falaid NS * r— NS -

CH.: production de méthane (* comme % du gaz total produit ; 2 comme ml /g de matiére
organique incubée). *** ** * NS: P <0,001, P <0,01, P <0, 05, non significatif,
respectivement.

Tableau 23 : Effet des différentes doses de la quercétine sur les différents paramétres de
fermentation in vitro apres 24 h d'incubation.

Parametres DO D150 D175 D200 S.EM P. Value
DMS % 55,58* | 53,76%° | 48,92° | 50,54*° 0,97 0,029
DMO% 54,65 | 52,44*° | 47,50° | 49,58*° 0,97 0,014

\VCSS 99,35 | 106,04% | 149,62° | 142,75° 7,11 0,001
VCSO 106,86* | 108,68% | 160,95° | 153,56° 8,00 0,0001
CH.%Total Gaz | 15,59° 11,72° 9,55° 10,20° 0,71 0,0001
CHs ml/g MS 15,762 12,10° 14,362 14,632 0,52 0,050
CHs ml/g MO 16,952 13,022 15,452 15,732 0,55 0,051
CH4 mllg MOD 30,59 | 26,267 32,307 31,617 0,98 0,104
CO,% total gaz | 81,72* | 85,13 | 133,66° | 126,53° | 7,44 0,0001
CO; mlig MS 80,85 | 82,47° 88,75° 88,44° 1,06 0,0001
CO; mllg MO 87,90* | 91,57* | 143,77° | 136,10° | 8,01 0,0001
CO, mlI/MOD 158,48 | 184,74* | 300,95° | 273,57° | 18,52 0,0001
PF 5,012 4,102° 2,63 3,16"¢ 0,29 0,0001

BM 240,98 | 232,37* | 362,55° | 345,98° | 18,95 0,0001

EM 5,422 5,872P 6,59" 6,40%° 0,17 0,026

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes (p<0,05) ; les
tests sont ajustés pour toutes les comparaisons par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table la plus

interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L’erreur standard des moyennes.
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Figure 29: Caractéristiques de la fermentation in vitro avec les différentes doses de
quercétine.
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D0, D150, D175 et D200 : dosage de la quercétine (mg dans chaque flacon).

Figure 30 : Production de méthane aprés 24 h d'incubation.
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Xl. L’effet de la quercétine sur les produits finaux de la fermentation in vitro

Les produits finaux et le pH aprés 24 h de fermentation sont indiqués dans le tableau 24.
Les valeurs de pH se situaient entre 6,42 et 6,72. Pour les acides gras volatils totaux
(AGV)), les différences dans la production des AGV: entre les différentes doses de quercétine
sont principalement dues a la concentration du propionate qui est faible avec la DO et D150
comparativement a la D150 et D200, méme si les valeurs de butyrate avec ces deux doses sont
assez élevées. Les acides gras volatils n'ont pas clairement influencés par I'addition de la
quercétine, tandis que le rapport C2/C3 a diminué de fagon significative (P <0,001) lorsque le
niveau de quercetine augmente comme conséquence a I’augmentation de la concentration du
propionate dans le milieu. L'ammoniaque a diminué nettement suite & I'ajout des différentes
concentrations de quercetine au régime, la production de I’ammoniaque (N-NH3) a montré un
effet hautement significatif (P <0,001) que ce soit pour le model linéaire, quadratique et

sigmoidal.

En général, la plupart des données obtenues dans cette étude sont en accord avec de
nombreux auteurs qui ont évalué l'effet des métabolites secondaires des plantes sur la
fermentation dans le rumen (Durmic and Blache, 2012). En général, la diminution de la
dégradabilité de la matiére organique, du rapport C2/C3, d'ammoniaque (N-NH3) et de
production de méthane (CH.) lors de l'ajout de ce flavonoide peut étre attribuée a l'action
antimicrobienne de ce dernier, comme l'indique Cushnie and Lamb (2011). Cependant, les

résultats dans la bibliographie concernant la quercetine sont tres rares.

Seradj et al (2014) ont également étudié I'effet de Bioflavex (BF) et de ses composants
flavonoides purs (Hésperidine HS, Isonaringine IN, Naringine NG, Néo-ériocitrine NE,
Neohespéridine NH et Poncirine PC) ont été testés contre le témoin ( CTR) a 200 pg / g de
matiére seche du substrat incubé sur les caractéristiques de la fermentation ruminale dans un
systéeme d'incubation in vitro (Theodorou et al., 1994); ils ont rapporté que l'ajout de BF ou
de ses composants flavonoides a atténué la production de gaz cumulé (P <0,01) sauf pour NE
et PC, mais aucune différence (P> 0,10) n'a été enregistrée dans le taux de production de gaz
(ml/ h) 12 heures apres l'incubation. La production de méthane (ml/g MS) est réduite (P
<0,01) par addition de flavonoides, a I'exception du NE et du NG, qui ne différaient pas du
témoin. Cependant, aucun changement n’est détecté dans la concentration totale des AGV,
mais les flavonoides ont augmenté le propionate au détriment de la proportion d'acétate (P

<0,01) qui est en accord avec nos résultats. L'abondance de la population de d'archées
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hydrogénotrophiques méthanogenes (HMA) a été reduite (P <0,01) par BF et ses composants
principaux (NG et NH), cette flore qui est intimement liée a la population des protozoaires.

Broudiscou et al., (2000) ont également étudiés I'effet de 13 extraits de plantes, dont du
Ginko biloba contenant 4,2% de quercetine /g de MS, en culture continue. Ils ont trouvé une
réduction de la production de CH4 mais aucun effet sur les AGV. Cette réduction de la
production de CH4 devrait étre expliquée par une reconduction hypothétique de I'excés
d'hydrogene vers une voie métabolique du propionate, comme cela peut se produire avec
d'autres composés anti-méthanogénes (Demeyer et Van Nevel, 1975, McAllister et Newbold,
2008). Par conséquent, l'ajout de substances flavonoides spécifiques comme la quercétine
peut modifier spécifiqguement I'écosystéme microbien du rumen et améliorer I'efficacité de la

croissance microbienne.

Nos résultats concordent bien avec les travaux de recherche montrant 1’effet inhibiteur
in vitro des flavonoides purs. Oskoueian et al.,(2013) qui ont evalué les effets des différents
flavones, y compris la quercétine, a la concentration de 4,5% de matiére seche initiale incubée
sur l'activité microbienne du rumen in vitro aprés 24 h d'incubation, ont rapporté une
augmentation de la production de gaz total (P <0,05) et du rapport C2/C3 (P <0,05). Alors que
la digestibilité de la matiére seche, 'ammoniaque (N-NHz3), le pH et I'AGV: n'ont pas été
influencés par I’ajout de la quercétine. La réduction significative des microorganismes
producteurs de méthane (P <0,05) reflete directement la diminution significative des
émissions de méthane (P <0,05) (Oskoueian et al., (2013). Ainsi que ’effet d'autres composés
polyphénoliques comme la 9,10-anthraquinone (Garcia-Lopez et al., 1996) ou celle d'extraits
vegétaux riches en flavonoides (Broudiscou et al., 2000, Bodas et al., 2012) sur la production
de méthane. Ils ont été suggérés que l'inhibition de CHs se produit par deux mécanismes
principaux les composés qui affectent directement la formation de méthane en interférant ou
en réduisant le flux de carbone ou délectrons dans la chaine alimentaire microbienne, dans
cette approche, I'hydrogéne ne s'accumulerait pas et le propionate augmenterait aux dépend de
l'acétate et du butyrate, comme il a été déja mentionné dans cette discussion. Un exemple de
ceci devrait étre les composés de type ionophores, qui agissent contre les bactéries qui
produisent de I'nydrogéne et du dioxyde de carbone comme précurseurs de la méthanogenése
(Chen et Wolin, 1979). En outre, certains inhibiteurs de méthane peuvent étre toxiques pour

les méthanogenes (Exemple les acides gras).
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Les auteurs ne connaissent pas les rapports décrivant le mécanisme anti-méthanogéne
des flavonoides, donc leurs activités sur le microbiote ruminal n’est pas totalement élucidée,
ainsi et d”apres les données récentes, il est impossible de déterminer si l'inhibition du
méthane par les substances flavonoiques se produit par une dépression évidente de
I'abondance de la flore méthanogéne. Cependant, le fait que la présence de flavonoides dans le
milieu d'incubation déprime également l'acéto-méthanogene semble suggérer une toxicité
hypothétique des flavonoides ou de leurs métabolites de dégradation vis-a-vis de la population
des archaea-méthanogenes.

Tableau 24: Effet de différentes doses de quercétine sur les produits finaux de fermentation
apres 24 h d'incubation in vitro.

Parametres DO D150 D175 D200 SEM P-Value
pH 6,472 6,48° 6,71 6,70 0,04 0,006
N-NH3;, mM/g 62,112 17,00° 21,23° 21,99° 5,52 0,0001
AGV:, Mm/g 99,932 82,902 93,782 95,062 2,90 0,862
Acétate C2 55,992 54,022 58,46° 57,38? 1,71 0,860
Propionate C3 16,442 17,06% 24,36  |24,78°¢ 1,36 0,009
Butyrate C4 12,55, 11,812 7,83° 7,19° 0,85 0,018
Iso-butyrate 0,782 0,607 0,56° 0,53* 0,04 0,140
Valerate 1,76 1,56% 1,507 1,382 0,06 0,193
Iso-valerate 1,582 1,262 0,842 0,872 0,11 0,028
C2/C3 ratio 3,492 3,178 2,41 2,31 0,16 0,001
BCP 2,63° 2,15° 1,50° 1,53 0,15 0,0001

BCP : Concentration d'acides gras a chaine ramifiée = (isobutyrique + isovalérique) /AGVt ;

abc moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement distinctes
(p<0,05) ; les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons par paire au sein d'une ligne de chaque
sous-table la plus interne, a l'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur

standard des moyennes.
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XII. Effet de la quercétine sur la population des protozoaires

Comme il est présenté dans la figure 31, I’ajout de la quercétine et aux différentes

concentrations supprime la population de protozoaires comparativement au témoin. Cette

réduction est probablement accompagnée de la réduction des microorganismes producteurs de
méthane, ce qui explique la diminution du méthane produit. Selon Lowry et Kennedy, (1997),
la quercétine, est un aglycone phénolique, bien qu'insoluble dans I'eau, il peut étre rapidement
dégradé par les microbes du rumen et pourrait améliorer 1’activité microbienne dans le rumen.
Cependant, sa biotransformation ou sa dégradation dans certains cas peut engendrer de
nouveaux dérivés qui affectent I'activité microbienne du rumen (Simons et al., 2005 ; Patra
and Saxena, 2011). Il semble que les flavonoides y compris la quercétine ont différentes
cibles cellulaires ; ils peuvent inhiber la fonction de la membrane cytoplasmique, la synthese
de la paroi cellulaire bactérienne et /ou la synthése d'acides nucléiques (Cushnie and Lamb,
2005). Ce potentiel antimicrobien des flavonoides dépend du nombre et la position des
groupes hydroxyles et la présence de groupes aliphatiques et des groupes glycosylés dans
leurs structures. De plus, Mirzoeva et al., (1997), ont rapporté I’action antibactérienne de la
quercétine contre E. coli par la perturbation de la force motrice des protons et I'inhibition de la
motilité bactérienne. Donc I’effet de la quercétine sur les microbes du rumen est souhaitable
et devrait étre considéré comme un composé alternatif pour manipuler les microbes du rumen
vers le maintien des bactéries cellulolytiques avec un niveau inférieur de protozoaires et de

population méthanogene.

A ce jour, peu d'informations sont disponibles sur le mécanisme d'action direct des
flavonoides purs contre les microbes du rumen. Les résultats obtenus dans cette étude
indiquent que la quercétine maintient de l'activité de la fermentation microbienne dans le

rumen avec réduction de la production de méthane.
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Figure 31 : Effet de la quercétine sur la population des protozoaires.
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De maniére générale, les trois extraits d'Eucalyptus globulus (acétate d'éthyle, n-
butanol et aqueux) testés ont des effets différents sur la fermentation ruminale in vitro, en
raison de la nature, de I'activité et de la concentration de leurs composés actifs. Il s’avere
que l'extrait d'acétate d'éthyle est le plus actif (due probablement aux actions synergiques
et/ou antagonistes de ces flavonoides aglycones, monoglycosidés et de ces tanins), et
semble étre le meilleur modulateur de la fermentation in vitro en raison de sa capacité a
stimuler la production de gaz tout en minimisant la méthanogénese et la production des
protozoaires sans affecter la production des AGV avec un effet dose dépendant trés
prononcé. Etant donné que cet extrait affecte négativement la digestibilité apparente de la
matiére séche et organique, pour cette raison différents niveaux d'extrait doivent étre testés
afin de trouver une dose appropriée pour obtenir un rendement maximal sur la
méthanogenése ruminale sans affecter la valeur nutritive des aliments. Les extraits
d'Eucalyptus globulus devraient également étre testés in vivo afin d¢lucider la dose
appropriée pour ameliorer la fermentation ruminale avec des effets positifs en tenant
compte de I'impact économique et environnemental et surtout avec un minimum d'effets
négatifs sur la digestibilité des aliments. De plus, il est nécessaire d'étudier l'adaptation des
microbes du rumen et de la population de protozoaires a I'action antimicrobienne prolongée

de ces métabolites secondaires sur l'alimentation des ruminants.

Pour la deuxiéme plante et sur la base de nos résultats, il est raisonnable de conclure
aussi que les extraits de feuilles d'olive, en particulier I'extrait acétate d'éthyle, ont des
effets bénéfiques sur certains processus de fermentation ruminale. L'extrait acétate d'éthyle
peut améliorer spécifiquement I'efficacité de la fermentation dans le rumen, bien que le
mode d'action de ces extraits de feuilles d'olive ne soit pas bien connu. Des futures
recherches in vitro et in vivo sont nécessaires pour identifier et sélectionner la dose
optimale et les types de régimes qui conferent des effets positifs des extraits de feuilles

d'olive sur la population microbienne et la fermentation dans le rumen.

Pour 1’usage de flavonoide purifié ou de synthése dans notre manipulation la
quercétine, les résultats obtenus sont contradictoires de point de vue nutritionnel et
environnemental, ce bioflavonoide s'est avérée avoir un effet dose-dépendant clair sur les
caractéristiques de la fermentation ruminale in vitro et sur la réduction du méthane.
Effectivement, une augmentation de la supplémentation en quercétine engendre une
réduction évidente de méthane, mais aussi une diminution de la digestibilité apparente de

la matiére seche et organique in vitro a été aussi observée. Pour cette raison, différents
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niveaux de quercétine devraient étre testés pour trouver une dose appropriée pour obtenir
le maximum d’inhibition d'émission de méthane sans affecter la dégradabilité de la maticre

séche et organique des aliments.

Au terme de cette étude, on peut conclure que I’utilisation des extraits de plantes
(Eucalyptus globulus et Olea Europaea) pour réduire la méthanogénése est une piste
intéressante par son caractére «naturel» apprécié par les consommateurs mais aussi parce
qu’elle est facilement applicable en pratique. Cependant, vu le nombre élevé de molécules
potentiellement intéressantes que pourraient contenir les extraits de ces deux plantes et les
réponses divergentes de 1’écosystéme microbien observées durant notre étude, des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour identifier les meilleures cibles ainsi que
la determination des molécules bioactives responsables des effets observés (des études
complémentaires sur leur vectorisation s’avérent nécessaires). il est aussi primordial de
décerné les principaux obstacles a l'utilisation pratique de ces extraits de plantes comme

additifs alimentaires pour ruminants et autres animaux (limitée pour plusieurs raisons).

- Premiérement la qualité et la quantité du (des) compose (s) actif (s) qui sont
extrémement variable et difficile a standardiser.

- Autres facteurs qui influent sur la composition en metabolites secondaires qui
sont : le stade végétatif, la partie de la plante utilisée pour préparer I’extrait, et
si la plante a été stimulée (intentionnellement ou non) pour synthétiser des
composeés secondaires défensifs. Les conditions environnementales et la variété
de cultivar peuvent expliquer en partie la variation de la production de
métabolites secondaires par les plantes.

- Certains des composés bioactifs sont des antioxydants, et cette propriété peut
étre perdue pendant le stockage. Donc le bénéfice des animaux dépend de tous
ces éléments a savoir la composition chimique, de la préparation de la plante,
car il peut y avoir des additifs avec des effets synergiques et/ou antagonistes
parmi les composés bioactive dans un mélange complexe de métabolites
secondaires.

- Il est communément admis que les extraits de plantes sont des produits « sdrs-
sans danger » parce gu'ils sont produits naturellement. Cependant, il doit étre
rappelé que ces métabolites secondaires font partie des mécanismes de défense

utilisés par les plantes contre les pathogenes et les agressions
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- environnementales. Ainsi, une dose excessive peut étre toxique pour les

animaux ou au moins induire une réponse négative lorsqu'il est consommé.

Donc les mécanismes de toxicité et les doses toxiques pour les animaux ne sont

pas bien connus et peu des informations sont disponibles sur la transformation

de ces substances en produits animaux comestibles et leur toxicité éventuelle

pour les consommateurs. Jusqu'a le jour ou des données probantes soient
disponibles.

En perspectives, il serait donc intéressant de développer de nouvelles pistes de

recherche scientifique sur les additifs végétaux en nutrition animale, pour cela, quelques

suggestions sont avancées:

» Développer des recherches qui contribueraient & une meilleure connaissance de la
composition chimique exacte de ces extraits et ’identification de leurs composeés
secondaires par des techniques d’identification moléculaire avancés a savoir la
HPLC et la RMN, afin de mieux comprendre les différentes classes de ces

composes qui sont derriere les effets observes.

» L’étude des mécanismes d’action de ces composés secondaires, particulierement
les flavonoides, les huiles essentielles et les tannins et de leurs effets sur 1’activité
du microbiote ruminal spécialement sur les archaea-bactéries par des techniques de

biologie moléculaire pourrait étre d’un grand intérét.

» En outre, Cette étude mérite d’étre compléter par d’autres investigations in vitro,
pour déterminer I’effet dose de I’extrait acétate d’éthyle d’eucalyptus et des
feuilles d’olive ainsi que pour la quercetine et aussi des études par le RUSITEC
afin de s’assurer de la stabilité dans le temps des effets observés in vitro. Ainsi, il
est recommandé aussi d’augmenter le nombre de répétitions et des tests in vitro

afin de fixer la dose optimale de ces métabolites secondaires.

» Des études in vivo devraient étre envisagées en vue de mieux connaitre la réaction
de I’animal et de ses performances; ainsi que la qualité de ces produits (lait,
viande) suite a I’utilisation de ces additifs végétaux dans I’alimentation animale.
Ce qui fait de ces recherches seraient d’autant plus profitables pour une éventuelle

utilisation en nutrition animale.
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Annexe 1

Composition de la salive artificielle selon Theodoreau et al., 1994.

Solutions

Theodoreau

Eléments

Oligo-éléments

(Solution macro minérale)

CaCl,.2H,O 13,29
MnCl,.4H,0 10,0g
CoCl,.6H.O  8,0g

Q.s.p. 1000 ml

Tampon

NaHCO:; 35,09
NH4HCOs 4,0g

Q.s.p. 1000 ml

Eléments minéraux

(Solution macro minérale)

Na;HPO4 5,79
KH2P04 6,29
MgS04.7H.O 0,69

Q.s.p. 1000 ml

Indicateur d’oxydo- réduction

Résazurine 0,19
(C12HsNOg).

Q.s.p. 100 ml

Solution réductrice

NaOH (IN) 4 ml
Na;S.9H,O 0,625¢g
L-Cystéine 0,625¢g

Q.s.p. 100 ml

Annexes

Annexe 2 : Préparation de la salive artificielle selon Theodoreau et al., 1994,

Solution Volume (ml)
Solution micro minérale 4,80
Solution tampon 950
Solution macro minérale 950
Resazurine 4,80
Solution réductrice 190

Eau distillée

Q.s.p. 4000




Annexes

Annexe 3

Courbes étalons correspondant au dosage des phénols totaux, des flavonoides, des tanins
totaux et de I’azote ammoniacal dosés par methodes chimiques.

Absorbance

1.4 - y = 0.0055x + 0.1002
R?=0.9965

0 50 100 150 200 250
Acide gallique ug/ml

Absorbance y =0,006x + 0,095
R2=0,990
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Annexe 5

Annexes

Coefficient de Corrélations (r) entre la production du gaz carbonique et du méthane, le

profil des acides gras volatils, quelques paramétres fermentaires et la composition

chimique et phytochimique du substrat en présence d’extraits d’Eucalyptus examinés.

CO: CH4 BH GP24

AGV -0,383 0,654* 0,428 -0,10
C2 -0,471 0,720** 0,372 -0,16
C3 0,524 -0,391 -0,039 0,33
C4 -0,579* 0,595* 0,362 -0,30
N-NH3 -0,638* 0,391 0,156 -0,44

BM 0,908** 0,280 0,602* 1,00**
MAT -0,79 0,96 0,99 -0,77
NDF 0,03 0,99** 0,96** 0,59
ADF -0,09 0,84* 0,92** 0,43
ADL -0,06 -0,91* -0,82* -0,55
NFC -0,03 -1,00** -0,98** -0,60
C -0,02 0,98** 0,98** 0,55
PT 0,375 -0,601 -0,345 -0,04
FT 0,369 -0,660 -0,419 -0,08
TT 0,328 -0,878** -0,675* -0,24

niveau 0,01.

* La corrélation est significative

au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au




Annexes

Annexe 7
Coefficient de Corrélations (r) entre les protozoaires et la production des AGV, la
production du gaz, du méthane, de I’ammoniaque, la digestibilité de la matiére
organique (DMO) et la composition chimique et phytochimique du substrat en
présence des extraits d’Eucalyptus examinés.
Protozoaires
AGV; 0,320
C2 0,324
C3 -0,501
C4 0,623*
C2/C3 0,540
GP24 -0,54
CH, ,249
N-NH;s 0,917**
DMO 0,449
MAT 0,62
NDF 0,623
ADF 0,45
ADL 0,623
NFC -0,623
C 0,623
PT -0,433
FT -0,438
TT -0,476

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au
niveau 0,01.
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Annexe 6

Coefficient de Corrélations (r) entre la digestibilité de la matiére séche (DMS), organique
(DMO), I’énergie métabolisable estimée, la composition chimique et phytochimique, la

production du gaz et la méthanogénése du substrat en présence d’extraits d’Eucalyptus

examineés.

DMO DMS EM
AGV; 0,531 0,533 -0,099
C2 0,548 0,540 -0,157
C3 -0,517 -0,506 0,333
C4 0,773" 0,781 -0,297
C2/C3 0,659* 0,648* -0,352
GP24 -0,18 -0,20 1,00%*
CH, 0,699 0,685* 0,286
MAT 0,94 0,94 -0,77
NDF 0,68 0,68 0,60
ADF 0,91* 0,91* 0,44
ADL -0,43 -0,43 -0,56
NFC -0,73 0,73 -0,61
¢ 0,77 0,77 0,56
PT -0,805** -0,817** -0,041
FT -0,838** -0,849** -0,083
TT -0,833** -0,835** -0,242

* La corrélation est significative au niveau

niveau 0,01.

0,05, ** La corrélation est significative au
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Coefficients de Corrélations(r) entre les composants chimiques, phytochimiques et les paramétres fermentaires du substrat en présence d’extraits d’Eucalyptus

examineés
N-NH; | AGV, C2 C3 c4 C2/C3 BM pH PF MAT | NDF ADF ADL NFC C PT FT TT
N-NH; 1 0,365 0,332 0,533 | 0,721** 0,551 0447 | 016 | 0,696* 0,99 031 071 -0,03 -0,37 0,44 -0,694* -0,728* -0,641
AGV, 1 0,915** | 0,060 0,657* 0,607* 0,100 | -051 0,348 0,49 0,65 -0,53 0,58 0,63 -0,68 -0,533 -0,550 -0,679%*
Cc2 1 0204 | 0570 0812** | 0160 | -053 0,420 013 0,81* 052 0,82 -0,80 0,74 0-633 -0,653 -0,800%*
& 1 20,355 -0,729** | 0337 | 006 | -0581* | 030 -0,39 0,27 0,44 0,34 -0,40 0,468 0,498 0511
c4 1 0,607* 0302 | 038 | 0637* 0,98 045 074 -0,15 -0,56 052 20,562 -0,583 0,628
C2/C3 1 0356 | 034 | 0665 | -080 | 093* | -0,96** 061 0,87+ -0,90% | -0,808** | -0,839** | -0969**
BM 1 044 | 0,879% | 0,76 0,59 043 -0,55 -0,60 0,55 -0,035 0,076 20,235
pH 1 0,07 050 | -0,99%* | -0,84* 0,90 0,99%* | -0,98** 0,78* 0,83%* 0,94%*
PF 1 0,86 -0,19 0,07 0,28 017 0,11 -0,499 20,490 0,375
MAT 1 1,00%* 1,00%* 1,00%* | -1,00%% | 1,00%* 087 0,01 1,00
NDF 1 0,82* 20,93% | -099%* | 0,99% -0,99%* -0,99%* -0,09%*
ADF 1 -0,57 -0,88* 0,90 0,75 -0,83* 0,76
ADL 1 -0,87* 0,88* 0,96%* 0,92%* 0,96%*
NFC 1 -0,99%* 0,97%* 0,97** 97+
C 1 -0,96** -0,99** -0,96**
PT 1 0,996** 0,899**
FT 1 0,928**
TT 1

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au niveau 0,01.
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Coefficients de Corrélations (r) entre les composants chimiques, phytochimiques et les parameétres fermentaires du substrat en présence d’extraits
d’Olea europaea examinés

NNHz | AGV; C2 C3 C4 C2/C3 BM pH PF MAT NDF ADF ADL NFC C PT FT TT
N-NH3 1 0,037 0,012 -0,190 0,271 0,198 -0,384 0,20 0,406 -0,22 -0,673 0,84* 0,673 0,673 -0,673 -0,029 0,032 -0,055
AGV, 1 0,969™ 0,781 0,713™ -0,315 0,184 -0,58* 0,338 -0,77 0,351 0,82* -0,351 -0,334 -0,351 -0,746" -0,147 -0,972™
C2 1 0,768™ 0,569 -0,271 0,250 -0,57 0,289 -0,31 -0,134 0,50 -0,134 0,134 -0,134 -0,633 -0,653 -0,800™
C3 1 -0,355 -0,818"™ 0,447 -0,10 -0,197 -0,98 0,302 -0,03 0,302 -0,302 0,302 0,468 0,498 0,511
C4 1 0,140 -0,249 -0,69* 0,651* 0,50 0,978 0,82* 0,978 -0,978 0,978 -0,562 -0,583 -0,628
C2/C3 1 -0,387 -0,41 0,507 0,98 -0,828 0,28 -0,828 0,828 -0,828 -0,808** -0,839** -0,969**
BM 1 0,04 -0,758** -0,99 -0,755 -0,73 -0,755 0,755 -0,755 -0,035 -0,076 -0,235
pH 1 -0,52 0,82 -0,87* -0,84* -0,70 0,86* -0,85* 0,63 0,02 0,92**
PF 1 0,860 0,59 0,860 -0,860 0,860 -0,499 -0,490 -0,375
MAT 1 -0,87 1,00** 0,87 0,86 0,87 -0,87 -0,27 0,001
NDF 1 1,00%* 1,00™ -1,00” 1,00” 0,867 0,007 0,995
ADF 1 0,88* -1,00%* 1,00%* 1,00%* 0,99** -0,99**
ADL 1 -1,00™ 1,00” 0,867 0,007 0,995
NFC 1 -1,00” -0,867 -0,007 -0,995
C 1 0,867 0,007 0,995
PT 1 0,996** 0,899**
FT 1 0,928™
TT 1

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au niveau 0,01.
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Coefficient de Corrélations (r) entre la production du gaz carbonique et du méthane,
le profil des acides gras volatils, quelques parameétres fermentaires et la composition
chimique et phytochimique du substrat en présence d’extraits d’Olea europaea
examinés.

CO; CH, BH GP24

AGV, -0,026 0,358 -0,599 -0,06
C2 0,028 0,335 -0,705" 0,01
C3 0,445 -0,132 -0,458 0,31
C4 -0,488 0,624 -0,170 -0,45
N-NH; -0,347 -0,050 -0,252 -0,34

BM 0,889** 0,141 0,080 0,95**
MAT -1,00* -0,22 -0,99 -0,99
NDF 0,857 0,680 0,912 -0,67
ADF -0,73 0,84* 0,35 -0,73
ADL -0,857 -0,680 -0,912 -0,77
NFC -0,847 -0,693 -0,919 0,70
C -0,857 -0,680 -0,912 -,072
PT -0,232 -0,654 0,485 -0,37
FT -0,540 -0,035 0,494 -0,55
TT 0,162 -0,941” 0,283 -0,03

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au

niveau 0,01.
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Annexe 10

Coefficient de Corrélations (r) entre la digestibilité de la matiére séche (DMS), organique

(DMO), I’énergie métabolisable estimée, la composition chimique et phytochimique, la

production du gaz et la méthanogénése du substrat en présence d’extraits d’Olea europaea

examinés.

DMO DMS EM
AGV; 0,529 0,554 -0,059
C2 0,512 0,544 0,009
C3 -0,058 -0,021 0,315
C4 0,708" 0,690 -0,446
C2/C3 0,518 0,492 -0,411
GP24 -0,52 -0,51 1,00%*
CHa 0,531 0,497 -0,014
MAT 0,98 0,97 -0,99
NDF -0,944 -0,963 0,808
ADF 0,28 0,19 0,72
ADL 0,944 0,963 -0,808
NFC 0,938 0,958 -0,797
¢ 0,944 0,963 -0,808
PT -0,562 -0,589 -0,359
FT -0,218 -0,267 -0,543
TT -0,639 -0,632 -0,027

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au

niveau 0,01.
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Annexe 11
Coefficient de Corrélations (r) entre les protozoaires et la production des AGV,
la production du gaz, du méthane, de I’ammoniaque, la digestibilité de la matiére
organique (DMO) et la composition chimique et phytochimique du substrat en
présence des extraits d’Olea europaea examinés
Protozoaires
AGV; 0,320
C2 0,259
C3 -0,208
C4 0,732**
C2/C3 0,548
GP24 -0,61*
CH, 0,738**
N-NH;s 0,075
DMO 0,558
MAT 0,98
NDF -0,757
ADF 0,98**
ADL 0,757
NFC 0,745
C 0,757
PT -0,156
FT 0,516
TT -0,718

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au

niveau 0,01.
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Annexe 12
Coefficient de Corrélations (r) entre la production du gaz carbonique et du méthane, le
profil des acides gras volatils, quelques parameétres fermentaires du substrat en présence
de la quercetine.
CO2 CH4 BH GP24
AGV, -0,03 0,36 -0,60" -0,06
C2 0,03 0,34 0,71 0,01
C3 0,44 -0,13 -0,46 0,31
C4 -0,49 0,62* -0,17 -0,45
N-NH; -0,35 -0,05 -0,25 -0,34
BM 0,89** 0,14 0,08 0,95**
PF -0,89** 0,28 -0,43 -0,89**
NDF -0,67 0,85* 0,43 -0,67
ADF -0,73 0,84* 0,35 -0,73
ADL -0,75 0,51 0,15 -0,77
NFC 0,71 -0,85* -0,38 0,70
C -0,73 0,85* 0,35 -0,72
Annexe 13

Coefficient de Corrélations (r) entre la digestibilité de la matiére seche (DMS), organique
(DMO), I’énergie métabolisable estimée, la composition chimique, la production du gaz et la

méthanogénese du substrat en présence de la quercetine.

DMO DMS EM

AGV; 0,53 0,55 -0,06
c2 0,51 0,54 0,01
C3 -0,06 -0,02 0,32
C4 0,717 0,69 -0,45
C2/C3 0,52 0,49 -0,41
GP24 -0,52 -0,51 1,00
CH. 0,53 0,50 -0,01
NDF 0,20 0,11 -0,66
ADF 0,28 0,19 -0,72
ADL 0,14 0,10 -0,77
NFC -0,24 -0,16 0,69
C 0,28 0,19 -0,72

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au

niveau 0,01.
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Annexe 14

Coefficient de Corrélations (r) entre les protozoaires et la production des AGV, la
production du gaz, du méthane, de ’ammoniaque, la digestibilité de la matiére
organique (DMO) et la composition chimique et phytochimique du substrat en

présence de la quercetine
Protozoaires
AGV; 0,32
C2 0,26
C3 -0,21
C4 0,73"
C2/C3 0,55
GP24 -0,61°
CHq 0,74"
N-NH3 0,08
DMO 0,56
NDF 0,96
ADF 0,98"
ADL 0,85
NFC 0,97
C 0,98"

* La corrélation est significative au niveau 0,05, ** La corrélation est significative au

niveau 0,01.
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Annexe 15

Steechiométrie de la fermentation in vitro (mmoles/ g MS) et le taux de récupération d’hydrogene (%) aprés addition des différentes doses des
extraits d’Olea europaea au substrat de référence en comparaison avec le contréle.

| Extrait Olea Europaea. L (mg)
| Paramétres AcOEt | BuOH | Agueux SEM | P-Value
DO D50 D75 D100 D50 D75 D100 D50 D75 D100

CH. mesuré 065 | 054 | 053 | 051*° | 064 | 057 | 059 | 065 | 068 | 070° | 001 0,0001
CH, estimé 2628 | 2320 | 217 | 224* | 258 | 243 | 252* | 287 | 303 | 288 | 006 0,035
CO, mesuré 335° | 353" | 405" | 406° | 355 | 338" | 358 | 347%° | 371°" | 401" | 005 0,0001
CO; estimé 443 | 378 | 379" | 356° | 443 | 418 | 436° | 471 | 515 | 483 | 011 0,084
CO; indirect 6,74% 6,09° 6,178 6,41° 6,75% 6,497 6,707 7,857 7,672 6,74° 0,15 0,334
Gaz totale mesuré = 438" | 452° | 508° | 516° | 458 | 433 | 4577 | 438" | 495 | 531° | 0,06 0,0001
Gaz totale estimé = 1380° | 1219° | 1212° | 1220° | 1377 | 1310° | 1357 | 1493 | 1604 | 153%" | 031 0,166
CO,/CH. 519 | 660° | 772° | 7,94 | 554°¢ | 596* | 608 | 538 | 543 | 573 | 0,16 0,0001
CH./Gaz total 015° | 012* | 010° | 010° | 014 | 013° | 013 | 015 | 014° | 013 | 0,001 | 0,0001
CHJAGV, 009" | 008 | 008 | 007 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 008 | 0,001 0,964
R - 083 | 081 | 079 | 099 | 08 | 091 | 100 | 106 | 109 - -
R’ - [-017 | -019 | -021 | -001 | -012 | -009 | 000 | 006 | 009 - -
BH (%) 49,60° | 4753' | 51,47° | 4827° | 5017° | 49,67 | 5017° | 46,90° | 48,20° | 49,63" | 0,39 0,610

Les valeurs dans la méme ligne et sous-table ne partageant pas le méme indice différent significativement a P<0,05 . Les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons

par paire au sein d'une ligne de chaque sous-table le plus interne, & I'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard des moyennes.
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Annexe 16

Steechiométrie de la fermentation in vitro (mmoles/g MS) et le taux de récupération

d’hydrogene (%) apres addition des différentes doses de quercetine au substrat de référence

en comparaison avec le témoin.

Parametres DO D150 D175 D200 S.E.M P-value
CHs4 mesuré 0,65° 0,502 0,59% 0,60% 0,021 0,045
CH, estimé 2,092 2,528 2,292 2,212 0,064 0,081
CO; mesuré 3,352 3,492 5,48P 5,19 0,305 0,0001
CO; estimé 3,882 4,312 3,982 3,872 0,078 0.127
CO; indirect 6,52 6,612 6,882 6,792 0,586 0,09
Gas totale mesuré 4,382 4,362 6,60P 6,29 0,334 0,0001
Gaz totale estimé 12,492 13,442 13,152 12,872 0,206 0,464
CO,/CH, 5,192 7,04 9,32¢ 8,68¢ 0,492 0,0001
CH4/Gas total 0,15° 0,11° 0,092 0,102 0,007 0,0001
CHJ/AGV; 0,09° 0,072 0,07 0,08% 0,003 0,067
R - 0,77 0,91 0,93 -
R’ - -0,23 -0,09 -0,07 -
BH (%) 58,50° 46,642 53,44P 54,94P 1,431 0,002

Les valeurs dans la méme ligne et sous-table ne partageant pas le méme indice différent significativement a
P<0,05. Les tests sont ajustés pour toutes les comparaisons par paire au sein d'une ligne de chaque sous-
table le plus interne, a I'aide de la correction de Bonferroni. ; P : probabilité ; S.E.M : L erreur standard

des moyennes.

CO; estime : A/2+P/4+1.5*B; A : production d’acétate (moles), P : production de propionate
(moles), B : production de butyrate (moles) (Getachew et al., 1998)

CHestimé : [A+2*B]-CO2 estimé ; A : production d’acétate (moles), B : production de butyrate
(moles) (Getachew et al.,1998)

Gas total estimé : CO; estimé + CH, estimé+ CO; indirect (Immole CO; indirect = 0..87 mmoles
AGW1) (Getachew et al.,1998)

R : L’effet antimethanogenic relatif a 1’ajout de chaque extrait (dose de quercetine) (Relative

antimethanogenic effect)

R = p test/p control (Lopez et al., 2010) L'effet relatif (R) fournit une indication de la séparation

comparative entre les moyens de test et de controle (w):

Si R est égal a l'unité (R = 1), la valeur d'essai est identique au contrdle, les valeurs plus faibles (R

< 1) indiquent une production décroissante dans le traitement d'essai comparativement au témoin,
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mais des valeurs plus élevées (R > 1) indiquent que le méthane a été augmenté en réponse a
I'additif.

R’ : Le pourcentage de réduction/d’augmentation de la production du méthane relatif a 1’ajout de
chaque substrat (relative percentage of increase (positive) or decrease (negative) in methane
production

R’ = (n test — p control)/n control (Lopez et al., 2010)

BH %= TR H, = % x 100  (Demeyer, 1990)

M : production de méthane (mmoles) ; P : production de propionate (mmoles); B : production de
butyrate (mmoles); A : roduction d’acétate (mmoles).
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Résumé

L'objectif de ce travail de thése est d'évaluer I'effet de trois extraits de deux plantes
Eucalyptus globulus et Olea europaea riches en composes phénoliques sur les caractéristiques
de la fermentation ruminale en utilisant la technique de production de gaz in vitro (IVGPT),
quatre niveaux (DO, D50, D75 et D100 mg) de trois extraits d'Eucalyptus et des feuilles
d’olive (AcOEt, BUOH et aqueux) , dans les mémes conditions des doses croissantes de
quercetine (DO, D150, D175 et D200 mg) ont été ajoutées a un régime alimentaire formulé
pour ruminants (fourrage/concentré: 60/40) et incubées a 39 °C en anaérobiose avec du
liquide ruminal tamponné mélangé a la salive artificielle et les principaux parametres de
fermentation in vitro (pH, production de gaz total in vitro (GP24), concentration de CHa,
concentration de CO-, la digestibilité apparente de la matiere seche et de la matiére organique
(DMS, DMO) , estimation de 1’énergie métabolisable (EM), concentration en ammoniaque
(N-NHz), les acides gras volatils totaux (AGVy) , AGV individuels et la population des
protozoaires ont été déterminés apres 24 h d'incubation.

Pour les extraits d’E. globulus, la production de CH4 est significativement plus faible
pour l'extrait ACOEt (P <0,01) mais comparable au témoin pour les extraits BUOH et aqueux.
La production de N-NH3 est réduite pour tous les extraits d'eucalyptus (P <0,01). Une légére
diminution de la concentration en acétate pour 1’extrait AcCOEt qui corrobore avec une légére
augmentation de la production du propionate pour tous les extraits, alors qu'aucun effet
significatif n'a été enregistré pour le gaz total (GP24) et les AGV: pour tous les extraits d'E.
globulus. Le pH est affect¢ uniquement par I’extrait aqueux (P <0,05). L'extrait AcOEt
diminue la digestibilité apparente de la matiére séche et de la matiére organique in vitro (P
<0,01) alors que pour les extraits BUOH et aqueux ce parameétre reste comparable au témoin.
La quantification des protozoaires par comptage direct indique que la population de
protozoaires est diminuée (P <0,01) pour tous les extraits d'E. globulus comparativement au
témoin.

Pour les extraits d’O. europaea, I’ajout de I’extrait AcOEt a stimulé la GP24 qui
coincide avec une dépression de la concentration de CH4 par rapport au témoin (P <0,01),
cependant pour les extraits BuOH et aqueux la GP24 et le CH4 restes comparables au témoin.
La production de N-NHz est augmentée pour tous les extraits d'olives (P <0,01), la méme
tendance est observée pour la concentration en propionate pour tous les extraits méme si elle
n’est pas statistiquement significative, seul I’extrait AcOEt affecte le pH (P <0,01) alors
gu'aucun effet n’est enregistré pour la production des AGV:. L'extrait AcCOEt diminue aussi la
digestibilite de la matiere seche et de la matiéere organique (P <0,01) mais ce parametre reste
comparable au témoin pour les extraits BUOH et aqueux. La population de protozoaires est
diminué pour tous les extraits d’olive comparativement au témoin mais spécialement pour
I’extrait AcOEt (P <0,01).

L'addition de la quercetine affecte la majorité des parametres étudiés compris, le pH,
le N-NH3, la digestibilité de la matiére seche et de la matiére organique et la production de
méthane (P <0,05), alors qu’elle a augmenté significativement la GP24 (P <0,01), tandis que
la production des AGV; n'est pas affectée par I’addition de la quercetine.

En conclusion les extraits AcCOEt d'Eucalyptus et des feuilles d’olive ont exercé des
effets benéfiques sur certains parametres de fermentation, qui pourraient étre prometteurs
comme des puissants additifs anti-méthanogeénes. De plus, I'évaluation du bon dosage semble
étre critique pour contenir I'impact environnemental, sans pour autant réduire la valeur
nutritive des aliments. La quercetine a egalement démontré un effet dose-dépendant sur les
caractéristiques de fermentation in vitro dans le rumen. Cependant, les résultats sont
contradictoires de point de vue nutritionnel (réduction de la digestibilité) et environnemental
(réduction du méthane).

Mots clés: Extraits de feuilles d’Eucalyptus, extraits de feuilles d'olive, composés
phénoliques, quercetine, fermentation in vitro, production de méthane, population des
protozoaires.



Abstract

The aim of this work thesis is to evaluate the effect of three extracts of two plants
Eucalyptus globulus and Olea europaea rich in phenolic compounds on the characteristics of
the ruminal fermentation by using the in vitro gas production technique (IVGPT), four levels
(DO, D50, D75 and D100 mg) of three extracts of Eucalyptus and olive leaves (AcOEt, BuOH
and aqueous), in the same conditions different increasing doses of quercetin (DO, D150, D175
and D200 mg) were added to a formulated diet for ruminants (fourrage/concentré ratio: 60/40)
and incubated anaerobically at 39 °C with ruminal liquid mixed with the artificial saliva and
the main parameters of in vitro fermentation (pH, production of total gas (GP24),
concentration of CH4, concentration of CO», the digestibility of the dry and organic matter
(DM, DMO), estimation of the metabolisable energy (EM), ammonia concentration (N-NHs3),
the total volatile fatty acids (AGVy), individual AGV and the population of protozoa was
determined after 24 hours of incubation.

For E. globulus extracts, the CH4 production is significantly lower for AcOEt extract
(P< 0,01) , but comparable to the control for BUOH and aqueous extracts. The N-NH3
production is reduced for all Eucalyptus extracts (P< 0,01). A slight decrease of the acetate
concentration for AcOEt extract which coincides with a slight increase of propionate
production for all the extracts, while no significant effect was recorded for the total gas
(GP24) and the AGV for all E. globulus extracts. The pH is only affected by the aqueous
extract (P< 0,05). AcOEt extract decreases the in vitro digestibility of the dry and organic
matter (P< 0,01), while for BUOH and aqueous extracts this parameter remains comparable to
the control. The quantification of protozoa by direct count indicates that the population of
protozoa is decreased (P <0,01) for all E. globulus extracts compared with the control.

For the extracts of O. Europaea, the addition of AcOEt extract stimulated the GP24
which coincides with a depression of CH4 concentration compared to the control (P< 0,01),
however for BUOH and aqueous extracts the GP24 and the CH4 remains comparable to the
control. N-NHs production is increased for all olive extracts (P<0,01), the same trend is
observed for propionate concentration even if it is not statistically significant, only AcOEt
extract affects the pH (P< 0,01) while no effect is recorded for the total AGV: production.
AcOEt extract also decreases the digestibility of dry and organic matter (P< 0,01) but this
parameter remains comparable to the control for BUOH and aqueous extracts. The population
of protozoa is decreased for all olive extracts compared with control but especially for AcOEt
extract (P <0.01).

The addition of quercetin affects most of the parameters studied included, pH, N-NHs,
digestibility of dry matter and organic matter and methane production (P <0.05), while
significantly increased GP24 (P <0.01). AGV: production was not affected by the addition of
quercetin.

In conclusion, AcOEt extracts of Eucalyptus and olive leaves have beneficial effects
on some fermentation parameters, which could be promising as powerful anti-methanogenic
additives. In addition, the evaluation of the correct dosage seems to be critical to contain the
environmental impact, without reducing the nutritional value of the food. Quercetin also
demonstrated a dose-dependent effect on in vitro fermentation characteristics in the rumen.
However, the results are contradictory from the nutritional (decrease degradability) and
environmental (reduction of methane) point of view.

Key words: Eucalyptus leaves extracts; olive leaves extracts, phenolic compounds, quercetin,
in vitro fermentation, methane production, protozoa population.
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