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Résumé :

Face a I’apparition mondiale de résistances vis-a-vis des anthelminthiques de synthese, la
phytothérapie constitue une des alternatives thérapeutiques dans la lutte contre le
parasitisme gastro-intestinal des ruminants d’élevage.

L’objectif de ce stage est d’évaluer le potentiel alicament des feuilles des trois
arbres tropicaux Artocarpus altilis var non seminifera, Artocarpus altilis var seminifera et
Terminalia catappa, utilisables en agroforesterie. Dans cette optique, une étude
phytochimique, des tests in vitro sur le parasite Haemonchus contortus et une cinétique de
dégradabilité in sacco ont été menés.

Le screening des feuilles a mis en évidence la présence de composés phénoliques
majeurs dans les trois arbres. Terminalia catappa ne présente qu’un intérét santé et doit
étre complémenté pour son effet antinutritionnel, tandis que les deux Arfocapus peuvent
étre des alicaments. Les feuilles seches, plus facilement valorisables en agroforesterie
présentent une valeur nutritionnelle moindre mais non négligeable.

Cette étude préliminaire doit étre complétée par des essais in vivo afin d’évaluer
I’effet-dose et les réactions animales. L’implication des polyphénols dans [’activité
anthelminthique doit également étre étudiée.

Mots clés : Artocarpus altilis, Haemonchus contortus, Terminalia catappa, test
anthelminthique, valeur nutritionnelle, valeur santé, dégradabilité, alicament

Abstract :

The worldwide emergence of drug resistance in gastrointestinal parasitism of
ruminants has motivated for phytotherapy as a therapeutic alternative for livestock.

The aim of this course is to assess the nutraceutical potential of the leaves of three
tropical trees: Artocarpus altilis var not seminifera, Artocarpus altilis var seminifera and
Terminalia catappa, used in agroforestry. A phytochemical study, in vitro tests on the
parasite Haemonchus contortus and in sacco degradation kinetics were conducted.

The screening of the leaves revealed the presence of major phenolic compounds in
the three tree leaf. Terminalia catappa is only of health and must be complemented for its
antinutritional effect, while the two Arfocapus may be nutraceuticals. The dry leaves
easily recoverable in agroforestry have lower but not negligible nutritional value.

This preliminary study must be complemented by in vivo tests to evaluate the dose-
effect and the animal reactions. The involvement of polyphenols in anthelmintic activity
must also be studied.

Keywords : Artocarpus altilis, Haemonchus contortus, Terminalia catappa, anthelminthic
assey, nutritive value, health value, digestibility, neutraceutical
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Liste des abréviations

Abréviations Définitions
ADF Acide detergent fiber
ADL Acide detergent lignine
Am Amandier-pays
Ap Arbre a pain
Ch Chataignier-pays
DMSO Diméthylsulfoxyde
EHA Egg-hatch assay
Ext. aq. ou aq. Extrait aqueux
Ext. dichlo. Extrait dichlorométhanolique

Ext. mét. Ou mét
FAO
INRA
LDA

Lév
Lyo
MAT
Mat. In S.
MO
MS
NDF
PBS

Extrait méthanolique
Food and Agriculture Organization of the United Nations
Institut national de la recherche agronomique
Larval development test
Lévamisole
Lyophilisé
Matiere azotée totale
Matiere In sacco
Matiere organique
Matiere seche
Neutral detergent fiber
Phosphate buffered saline
Sec
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I) Introduction

Le principal moyen de lutte contre les strongyloses gastro-intestinales (SGI) est le
traitement chimique, mais son utilisation intensive et non raisonnée a conduit a 1’apparition de
résistance des parasites et ce, a 1’échelle mondiale (Wolstenholme et al. 2004, Jabbar et al.
2006). Dans la zone Caraibe, pour le genre Haemonchus, qui a une prévalence* de 100%, on
observe par exemple en Martinique a l'issue d’une enquéte, une résistance aux
benzimidazoles dans 60% des €élevages controlés (Gruner et al. 1980), et en Guadeloupe dans
75% des élevages controlés (Aumont et al. 1997). En Martinique et en Guadeloupe: une
résistance a I’ivermectine a également été notée (Aumont et al. 1997).

Face a ce manque de durabilit¢t a moyen terme, des recherches de solutions
alternatives s’imposent. Dans le cadre de son projet d’Unité, 1’Unité de Recherche
Zootechnique de I'INRA (Institut National de Recherche Agronomique) travaille a la
construction d’une lutte intégrée contre les SGI. Le principe étant de combiner différents
moyens de maitrise du parasitisme en ciblant des étapes du cycle du parasite et/ou la réponse

de I’animal face a I’agression parasitaire.

La phytothérapie* est I’'une des alternatives a I’utilisation des produits de synthese
utilisés sur les exploitations agricoles. Elle peut jouer un rdle important en stimulant la
résistance et/ou la résilience* de 1’animal par I’apport de protéines (certaines ressources
anthelminthiques sont riches en protéines) ; et/ou en permettant d’éliminer les parasites par
une action directe dans 1’animal ou sur le paturage (apres ingestion de la plante par I’animal).

L’action conjointe alimentaire plus médicamenteuse constitue un alicament.
L’utilisation des plantes locales en élevage est 1’occasion de valoriser des ressources végétales
disponibles sur I’exploitation agricole, pour une production raisonnée* dans le cadre d’une
agriculture durable*. Certaines ressources végétales issues de I’exploitation, en particulier les
arbres, peuvent ainsi €tre utilisées a la fois pour I’humain (alimentation) et 1’animal (soin,
alimentation), c’est le principe de 1’agroforesterie.

Afin de mieux intégrer les ressources végétales dans les systemes d’élevage, I’'URZ
travaille a leur évaluation selon trois criteres importants pour I’éleveur: la santé,

I’alimentation et I’environnement.



Dans le cadre du stage, les criteres santé (anthelminthique) et alimentation seront
étudiés pour les trois ressources végétales: Terminalia catappa L. (Amandier-pays),
Artocarpus altilis var. seminifera (Chataignier-pays) et Artocarpus altilis var. non seminifera
(Arbre a pain). L’étude de la valeur anthelminthique portera sur le parasite Haemonchus
contortus in vitro. L’étude de la valeur nutritionnelle sera abordée par une cinétique de

dégradabilité dans le rumen du mouton créole de race Black Belly.



Synthese bibliographique

1) Faune étudiée

a) Descriptif de I’espéce parasite : Haemonchus contortus

Haemonchus contortus est un ver parasite rond ou nématode*. Qualifié de strongle
digestif, il compte parmi les vers gastro-intestinaux spécifique de la caillette™ chez les ovins
et les caprins. De I’Embranchement des Nematoda, H. contortus appartient a I’Ordre des

Strongylida, 1a Famille des Trichostrongylide et au Genre Haemonchus.

Ce ver hématophage proposé sur la photo 1 est un mésoparasite temporaire monoxene.
C'est-a-dire, qu’il évolue dans le tube digestif (et annexe) d’un unique hote et qu’il effectue

une partie de son cycle sous forme libre et I’ autre partie sous forme parasitaire.

Photo 1 : Vers adultes de Haemonchus contortus

X Cycle biologique et contamination

Le cycle de H. contortus comprend 5 stades avant le stade adulte proprement dit,

comme illustré sur le schéma 1. Un descriptif complet du cycle figure en Annexe 1.

Suite a I’ingestion de brins d’herbe souillés de larves infestantes (stade L3), les caprins
et les ovins sont infectés par Haemonchus contortus. Ces larves transitent par les trois
estomacs des ruminants pour finalement atteindre la caillette*. Elles se fixent a la muqueuse
stomacale et poursuivent leur développement jusqu’au stade adulte en se nourrissant de sang.
Une fois a maturité, les vers se multiplient par reproduction sexuée. La femelle pond 5 000
a 10 000 ceufs par jours. Ces ceufs retournent ensuite dans le milieu extérieur via les feces des

animaux et le cycle recommence.



Excrétion —» <4—  Ingestion

Schéma 1 : Cycle biologique de Haemonchus contortus

X8 Pathologie

Les ruminants infectés présentent une baisse des performances zootechniques et un
affaiblissement de leur état général. Le parasite a un effet plus dommageable sur les juvéniles
et les animaux faibles car la mort survient rapidement mais les symptomes listés ci apres sont
les mémes chez tous les animaux : amaigrissement, anémie, épisodes diarrhéiques, retards de
croissance, enflures molles sous la machoire et 1'abdomen (syndrome de la goulotte signifié
sur la photo 2), mouvements non coordonnés, performances reproductives amoindries et la

mort (Anon.1994, Anon.2002, Anon.2008b, Sykes 1994).

Photo 2 : Syndrome de la goulotte ou Bottle jaw chez une chevre
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b) Descriptif de I’espece hote : Le Mouton Martinik, Black Belly

L’animal hote étudié dans ce rapport est un mouton de race tropicale : le « mouton
Martinik ».

Représenté sur la photo 5, cet ovin appartient a une race de mouton a poils
constituée en 1992. Issu du regroupement des moutons a poils rencontrés dans tout le bassin
caribéen, « Barbados Black-Belly », « Virgin Island White », « Saint Martin », et « Créole »
dont les deux premiers sont représentés photos 3 et 4, il est bien adapté aux conditions
d’élevage en milieu tropical (Anon.) et sa viande représente un produit local festif tres

apprécié des consommateurs.

e= BTN x Sl

Photos 3 et 4 : Béliers « Virgin Island White » a gauche et « Barbados Black-Belly » a droite

Photo 5 : Bélier Martinik Black Belly

Bien qu’étant considérée comme une race améliorée, la race Martinik est
officiellement reconnue par le Ministere en charge de 1'Agriculture et la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations). Une liste non exhaustive des caractéristiques

particulicres de ces animaux est fournie en Annexe 2.

Le mouton « Martinik » possede un créneau de commercialisation bien identifié et

constitue un élément clef du développement de la filiere ovine en Martinique (URZ 2008).
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2) Flore étudiée

a) Les plantes tropicales, une solution alicament possible

Un grand nombre d’arbre présents sous nos latitudes possedent des feuilles qui sont
ingérées par les ovins et les caprins. En plus d’un effet nutritionnel, la présence d’un pouvoir
antiparasitaire effectif, permettrait aux exploitants de disposer directement sur 1’exploitation,
de ressources végétales pour soigner (présence de métabolites secondaires actifs dans les
feuilles) et nourrir les animaux (présence de protéines dans les feuilles), mais aussi pour
nourrir I’homme (fruits). L’exemple des tannins est donné en Annexe 3

Dans cette optique d’agroforesterie, trois arbres tropicaux ont été choisis afin
d’évaluer leurs potentiels santé et nutritionnel pour I’animal : le Chataignier-pays (Artocapus
altilis variété seminifera), 1I’Arbre a pain (Artocapus altilis variété non seminifera) et
I’ Amandier-pays (Terminalia catappa). La présence de composés phénoliques (métabolites
secondaires a propriétés anthelminthiques) dans les trois ressources végétales (Longuefosse

2007) a également orienté le choix.

b) Description taxonomique de 1’ Amandier-pays

Nom scientifique : Terminalia catappa Linné. Synonyme : Buceras catappa Hitch

Liste non exhaustive des noms vernaculaires : Amandier-pays, amandier des Indes, badamier,
zanmann, seaside almond, almendro, west indian almond, tropical almond (Longuefosse

2007, Fournet 1990a, LREY 2007 2005).

Selon la classification APG II*, la classification phylogénétique de I’ Amandier-pays
est la suivante : Regne des Plantae, Division des Magnoliophyta, Ordre des Myrtales, Famille

des Combretaceae et Genre Terminalia.

X Origine et distribution

Originaire de la Malaise, I’Amandier-pays est un arbre plus ou moins naturalisé dans
tout le monde tropical et subtropical : Floride, Mexique, Antilles, Amérique centrale et Nord

de I’Amérique du Sud (Godfroid 2004, Longuefosse 2007, Fournet 1990a).
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Selon Fournet (2002), il est tres commun en Guadeloupe et en Martinique et aurait été

introduit aux Antilles au XIXeme siecle d’apres Longuefosse (2007),

Bien qu’il soit naturalisé dans les zones cdtieres (arriere plage sableuse) (Fournet
2002) comme observable sur la photo 6, il est planté aux abords des parkings pour 1’ombre
qu’il fournit. Par ailleurs, il se rencontre a 1’état spontané dans la nature car la germination de
ses graines est aisée et la multiplication via des boutures qui émettent des racines est possible

(Longuefosse 2007, Sastre et al. 2007), photo 7.

Photos 6 et 7 : Amandier-pays se développant sur une plage et aux abords d’une riviere.

\/ .
** Usages divers :

Toutes les parties de I’Amandier-pays sont utilisées a travers le monde tropical. Les
usages varient de I’ornementation a la construction en passant par la médecine traditionnelle,
I’usage alimentaire et I’industrie textile. Ces usages sont listés de maniere non exhaustive ci-
contre :

- dans la Caraibe, les enfants s’amusent a casser les noyaux afin de manger 1I’amande
comestible (Longuefosse 2007),

- le feuillage est utilisé comme aliment pour les vers a soie et autres animaux de la
ferme (Anon., Orwa et al. 2009)(Orwa et al. 2009, Anon.2009a)(Anon.),

- une huile extraite de I’amande comestible et mélangée avec du sirop de I’herbe
charpentier (Justicia pectoralis) est recommandé contre les toux rebelles (Sastre et al. 2007),

- le tronc est une source de colorant jaune et noir utilisé dans la préparation du cuir et

comme base pour les encres,
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- le bois est utilis€¢ dans la construction de nombreux objets tels que des
batiments, des bateaux, des charrettes,... (Orwa et al. 2009),
- en aquariophilie, les feuilles sont utilisées pour assainir 1’eau, prévenir diverses

pathologies et stimuler la reproduction des poissons (Godfroid 2004).

J ..
*%* Composition

Seule la composition des feuilles est présentée. Elles contiennent :

- des di et tri terpenes, phytol, squalene (Longuefosse 2007, Ko et al. 2002, Mau et al.
2003)

- des flavonoides, quercétol, leucocyanidine, kaempférol (Godfroid 2004, Longuefosse
2007),

- des composés phénoliques (Longuefosse 2007),

- des tannins catéchiques (Godfroid 2004, Longuefosse 2007),

- des tannins, punicalagine, punicaline, acide chébulagique, corilagine (Longuefosse
2007, Chen P.-S. et al. 2006, Kinoshita et al. 2007),

- des esters, acétate d’éthyle (Mau et al. 2003),

- des cétones, 6,10,14-trimethyl-2-pentadécanone,

- des radicaux libres, 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl,

- des anions, superoxide (O;) (Kinoshita et al. 2007),

- des polyphénols, acide ellagique (Masuda et al. 1999),

- des pigments, violaxanthine, violéoxanthine, lutéine, époxide, lutéine, [3-
cryptoxanthin (Lépez-Hernéndez et al. 2001),

- des acides, cyanhydrique, gras, oxalique, palmitique, stéarique

- et divers composés, calcium, eau, fer, fibres, glucose, hydrates de carbone,

phosphore, potassium, protéine, sodium, vitamine B1, B2 et B3 (Gotfredsen 2009)

\/ iz g .
** Propriétés médicinales

En relation avec la valeur “santé” qui est étudiée, les propriétés médicinales prétées

aux feuilles de I’ Amandier-pays sont décrites succinctement dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Propriétés et effets positifs attribués aux feuilles d’ Amandier-pays

Lutte contre Propriétés
L’asthme, les affections de la peau, la Anticonvulsif, anti-inflammatoire, anti mutagene,
colique, la cystite, la diarrhée, la antioxydant, antiparasitaire, antirhumatismale,
dysenterie, les hémorroides, astringente, bactéricide, carminatif*, fébrifuge, hépato

I’hypertension artérielle, la lepre (feuilles | protectrice, laxatif, réduit le pH de 1’eau et le maintien
cuites et huile extraite de I’amande), les maux légerement acide en eau douce, revitalisant, sédatif,

de téte, le stress, les troubles hépatiques, stimule la reproduction et les couleurs (poissons)

(Anon., Godfroid 2004, Longuefosse 2007, Orwa et al. 2009, Gotfredsen 2009, Anon.2007,
Couture 2009)

¢) Description taxonomique du Chitaigner-pays

Noms scientifiques : Artocarpus altilis (Parkinson) Fosb. variété seminifera (Duss),
Synonymes : A. communis J.R. & G.Foster A. incisa (Thunb) L.f. var. seminifera Duss
De I’Ordre des Rosales, Division des Magnoliophyta, le Chataignier-pays appartient a

la Famille des Moraceae au Genre Artocarpus et a la Variété seminifera. 1l est connu sous les

noms de Chataignier-pays, Arbol de pan, Chatenn, Breadnut, Palo de pan, Palo de pepita.

/7 .. . . .
*%* Origine, distribution :

Le Chataignier-pays, dont une partie du feuillage figure sur la photo 8 est un arbre
originaire des Philippines et de la Nouvelle Guinée (Fournet 2002, LREY 2007 2009).

Il est assez commun en Guadeloupe, a Marie-Galante et en Martinique.
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Sa répartition aux petites Antilles reste a préciser mais elle est probablement tres large car
I’arbre se développe entre 0 a 700m d’altitude (Fournet 2002). Un agrandissement de la photo

8 est proposé sur la photo 9.

© TopTropicalsicom

Photo 8 et 9 : Chataignier-pays et ses feuilles.

< Usages divers :
Seule la consommation des chataignes est relevée dans la bibliographie.
X Composition

Peu de données spécifiques de la variété ont été trouvées. Les informations récoltées
ne concernent souvent que «Artocarpus altilis » sans précision de la variété. Toutes les

données retenues sont consignées dans la Composition de I’ Arbre a pain page 16.

d) Description taxonomique de 1’ Arbre a pain

Noms scientifiques : Artocarpus altilis (Parkinson) Fosb. variété non seminifera. (Duss)

Synonyme Artocarpus altilis var. altilis A. communis J.R. & G.Foster A. incisa (Thund) L.f.

var. non seminifera Duss
L’ Arbre a pain de la méme famille que le Chataignier-pays appartient au Genre

Artocarpus et a la Variété non seminifera selon la classification APG IT*. Il est appelé Arbre

a pain, Arbol de pan, Breadfruit, Pana foresta, Mazapan, Mapén, Véritable.
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/7 .. . . .
** Origine, distribution :

L’Arbre a pain est originaire de I’Océanie (Fournet 2002, Sastre et al. 2007) et est
naturalisé dans toute la Caraibe (Longuefosse 2007).

Il a été introduit a la Jamaique a la fin du XVIIleme siecle* (Longuefosse 2007) et
plus particulierement en Martinique avant 1790 selon Fournet (2002). Cultivé dans tous les
pays tropicaux humides pour ses fruits comestibles, il est tres commun dans les iles de la

Guadeloupe et en Martinique. Il pousse entre 0 et 700m d’altitude.

Les photos 10 et 11 représentent respectivement un jeune individu et une vue d’ensemble

d’une fleur male, d’un fruit et des feuilles.

A e e paeglop igals coms &
Photos 10 et 11 : Arbre, feuilles fruit et fleur male de I’ Arbre a pain

\/ .
** Usages divers :
L’usage alimentaire de 1’arbre bien que sur le déclin, s’est maintenu jusqu’a nous.

La décoction des feuilles jaunies ou des fleurs méales (popottes en Guadeloupe, totottes
en Martinique) est réputée contre 1’hypertension dans toute la Caraibe et largement
conseillées dans les affections hépatiques. La décoction des jeunes feuilles est indiquée pour

lutter contre la diarrhée, la blesse, le diabete, les gaz et la grippe (Longuefosse 2007).

J ..
** Composition

Les feuilles sont riches en phénol, dont la quercétine et le camphorol (Longuefosse 2007).
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IT) Matériels et méthodes

Le but de cette étude est de déterminer la valeur nutritionnelle et le potentiel
anthelminthique de Terminalia catappa L. (Amandier-pays) et des deux Artocarpus altilis
étudiés (Chataignier-pays et Arbre a pain). Dans cette optique, des analyses chimiques, des

tests in vitro et des manipulations in vivo sont réalisés.

A) Matériel végétal utilisé

Seules les feuilles des trois arbres sont étudiées. Elles sont récupérées sur le site de
I’INRA dans le cas de I’Amandier-pays, chez des particuliers pour 1’Arbre a pain et sur les
deux sites pour le Chataignier-pays.

Les feuilles sont étudiées aux stades vert et sénescent (feuille seéche) car dans le cadre
d’une éventuelle utilisation nutritionnelle ou thérapeutique, les feuilles seches au sol seraient
plus accessibles pour I’animal que les vertes.

Les organes foliaires verts sont directement arrachés des arbres tandis que les organes
secs sont récupérés au sol. Les feuilles seches sont choisies molles et non craquelantes. La
présence d’un pétiole non totalement desséché permet de faire la distinction. Des exemples
des feuilles choisies sont proposés sur les photos 12 a 14. Les feuilles vertes sont a gauche et

les feuilles seches sont a droite.

Photos 12 : Feuilles de Chataignier-pays. Photos 13 : Feuilles d’ Arbre a pain.

Photos 14 : Feuilles d’ Amandier-pays.

2

Une fois prélevées, les feuilles subissent différentes transformations afin d’€tre analysées.
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B) Etude de la valeur santé
1) Les extractions

Une extraction a pour but de séparer sélectivement un ou plusieurs composés d'un
mélange. Pour se faire, des solvants de polarités différentes sont choisis. Un solvant polaire
attire les composés hydrophiles, un solvant apolaire attire les composés hydrophobes.

Trois types d’extractions ont été réalisés sur les feuilles vertes et les feuilles seches :

une extraction aqueuse a chaud, une lixiviation au méthanol et une autre au dichlorométhane.

J .
*%* Extraction aqueuse

L’extraction aqueuse (a chaud) a pour but d’extraire les molécules les plus polaires.
La décoction est la méthode retenue parmi toutes celles existantes car elle permet
d’extraire, entre autres, les tanins condensés qui sont les molécules d’intéréts de cette étude.

Elle est réalisée selon le schéma 1, Annexe 4.

+%* Extraction par lixiviation au méthanol et au dichlorométhane

Deux lixiviations ayant respectivement comme solvant le méthanol et le
dichlorométhane ont été réalisées afin de récupérer les composés moyennement polaires et
apolaires présents dans les feuilles.

L’extraction se déroule en deux étapes. La premiere consiste a libérer les principes
chimiques présents dans les feuilles et a faciliter I’extraction ultérieure, en humectant I’organe
testé (découpé en petits morceaux) avec le solvant d’extraction tandis que la deuxieme étape
permet de recueillir le filtrat contenant tous les composés recherchés (phase inférieure), apres
que le solvant ait été progressivement ajouté a la partie supérieure du lixiviateur.

Le déroulement d’une lixiviation est proposé sur le schéma 2, Annexe 4.

Les extraits obtenus sont secondairement analysés par chromatographie sur couche mince et

dosages spectrophotométriques afin de caractériser les classes chimiques qui y sont présentes.
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2) Etude phytochimique

a) Le screening phytochimique

Le screening ou criblage phytochimique regroupe un ensemble de tests qui mettent en
évidence la présence de différents groupes chimiques au sein d’un organe végétal.

Ces tests sont issus des méthodes classiques de (Dohou et al. 2003). Des réactifs
spécifiques sont mis en contact avec des broyats ou des filtrats des feuilles, et les réactions
colorimétriques ou physiques (formation de précipité) qui en résultent permettent de
caractériser les éléments présents.

Les composés chimiques tels que les alcaloides, les anthocyanes, les coumarines, les
dérivés anthracéniques, les flavanes, les phénols, les proanthocyanidols, les quinones, les
saponosides, les stérols et triterpenes et les tannins sont recherchés. Le détail du protocole
figure en Annexe 5.

A T'issue de ce screening, les composés majoritaires font 1’objet d’études plus poussées.

b) Les chromatographies sur couches minces

Le principe de cette méthode est de séparer les différents composés présents dans un
mélange et de les caractériser. Un systéme comportant une phase stationnaire (une plaque de
silice) et une phase mobile (éluant) est mis en place. Les extraits sont déposés sur la plaque et
le solvant de migration, constituant I’éluant, sépare les composés par capillarité. Chaque
composé est caractérisé par un rapport frontal (Rf), qui est spécifique au composé dans le
solvant de migration utilisé. Le Rf correspond au rapport de la distance parcourue par le

composé sur la distance parcourue par le solvant.

Deux chromatographies basées sur les travaux de (Wagner et al. 1996) et visant
respectivement a déterminer la présence de tannins et de triterpenes dans les feuilles sont
réalisées. Pour chacun des organes foliaires verts et secs, les extraits aqueux, méthanolique,
dichlorométhanoique, aqueux + acétone et méthanolique + acétone sont testés. L.’acétone

ayant pour but de mettre en évidence 1’éventuelle présence de tanins condensés.
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Le solvant de migration des tannins condensés est composé d’acétate d’éthyle, d’acide
acétique glacial et d’eau dans les proportions (100:20:30) (v:v:v). Les résultats sont observés
dans le visible apres pulvérisation d’un mélange d’acide phosphorique et de vanilline.

Le solvant de migration des triterpenes résulte du mélange d’acétate d’éthyle, d’acide
acétique glacial, d’acide formique et d’eau dans les proportions (100:11:11:26) (v:v:v:v). La
réaction est directement observable sous ultra violet a 254nm.

L’explication détaillée d’une chromatographie sur couche mince figure en Annexe 6.

¢) Composition phytochimique des extraits

Les extraits aqueux et méthanoliques des trois arbres sont dosés afin de déterminer les
quantités de polyphénols totaux, de tannins condensés et de flavonoides qu’ils contiennent. Le
dosage des especes chimiques précédemment citées est réalis€ selon les méthodes de

Singleton et al. (1965), Nakamura et al. (2003) et Zhishen et al. (1999).

La concentration en composés des extraits est déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage (gamme de dosage) des standards de références que sont I’acide gallique, pour le
dosage des polyphénols totaux, le quebracho pour le dosage des tanins condensés et
I’épicatéchine pour le dosage des flavonoides.

L’équation de la courbe est de la forme y = ax + b et la concentration (x) des extraits est
calculée comme suit : x = (y-b) + a. Les valeurs sont exprimées en mg.ml™” puis en g.100g"
d’extrait sec, afin de mieux percevoir la répartition des différents composés dans les extraits.

Cette derniere valeur est obtenue par le calcul suivant : (100 x Concentration) + Prise d’essai.

3) Les tests anthelminthiques in vitro

Les effets antiparasitaires des extraits aqueux et méthanoliques de I’ Amandier-pays, et des
extraits méthanoliques de I’ Arbre a pain et du Chataignier-pays sont testés in vitro sur les
différents stades de développement de Haemonchus contortus. Seules les feuilles seches sont

testés car considérées plus concentrées au terme du screening phytochimique.

Afin de déterminer si la concentration influence I’action anthelminthique des extraits,

quatre doses sont testées : 5, 2.5, 1.25 et 0.625 mg.ml'l.
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a) Test d’éclosion des ceufs d’ Haemonchus contortus (Egg Hatch

Assay, EHA)

L’objectif de ce premier test in vitro est d’évaluer ’effet des extraits sur 1’éclosion
des ceufs du parasite. Le test (dit « E.H.A » : Egg.Hatch.Assay) est réalisé selon la méthode de
(Assis et al. 2003).

Les ceufs sont récupérés dans les feces d’un mouton infesté par H. contortus selon la
méthode de (Hubert et al. 1984).
Le détail de cette récupération est fourni en Annexe 7 a). La suspension d’ceufs obtenue, est
distribuée dans des boites de culture de 24 puits a raison de 0,5ml par puits, soit 200 ceufs par
puits. Les extraits 2 testés sont préparés aux concentrations de 0.625, 1.25 et 2.5 mg.ml™ dans

du PBS puis sont répartis dans les mémes proportions que la suspension d’ceufs.

Une boite de culture est allouée a chaque extrait et chaque concentration est testée cinq
fois. Un témoin positif aux concentrations de 0,125%, 0.25%, 0,5% et 1% et un témoin
négatif sont distribués dans les boites aux mémes proportions que les extraits. Le témoin
négatif est un soluté physiologique, le Phosphate Buffered Saline (PBS) et le témoin positif,

I’ Albendazole® est un anthelminthique ovicide de la famille des benzimidazolés.

Les ceufs sont incubés a une température ambiante de 25°C durant 48heures. A 1’issue
de cette période, une solution de Lugol’s iodine est ajoutée aux boites afin de stopper
I’éclosion. Le comptage des larves €closes dans chaque puits est réalisé sous microscope
inversé. Le pourcentage d’ceufs éclos est déterminé par le rapport du nombre de larves L1
formées sur le nombre d’ceufs déposé par puits. Le schéma d’une boite de culture figure en

Annexe 7 b).

b) Test de développement larvaire de Haemonchus contortus (Larval

Development Assay, LDA)

Le test L.D.A. (Larval. Development. Assay) est un test de développement portant sur
le passage des stades larvaires L1-L2 au stade infestant L3. Il est réalisé selon la méthode de
(Coles et al. 1992) et permet de déterminer 1’effet des extraits sur le développement larvaire

d’Haemonchus contortus
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Les larves L1-L2 sont obtenues a partir des ceufs d’'un mouton infesté par Haemonchus
contortus. La récupération des ovocytes est identique a celle réalisée dans le test précédent,
Annexe 7 a). Les ceufs récupérés sont distribués dans les boites culture a raison de 200entités

par puits et laissés en incubation 48heures a température ambiante. .

Apres éclosion, un milieu nutritif est rajouté dans les puits. Les extraits a testés, le
PBS et I’Albendazole® sont préparés et distribués a I’identique du test EHA dans chaque
boite de culture. Une boite est réalisée pour chaque type d’extrait (méthanol,
dichlorométhane, aqueux) et chaque concentration est testée cinq fois. Le schéma de plaque
du test LDA est identique au schéma de plaque du test EHA, Annexe 7 b)

Une incubation de huit jours a température ambiante est nécessaire au développement
des larves L1 en larves L3. A terme, le développement larvaire est stoppé par 1’ajout d’une
solution de Lugol’s iodine.

Le comptage des larves est effectué sous microscope inversé en dénombrant
séparément les larves au stade L3 des larves aux stades L1 et L2. Le pourcentage des larves
L3 est le rapport du nombre de larves L3 sur le nombre total de larves observé dans chaque

puits.

¢) Test de motilité des vers adultes de Haemonchus contortus

Cette derniere manipulation réalisée selon la méthode de (Houzangbe-Adote et al.
2005), a pour but de tester 1’effet des extraits sur la motilité des vers adultes de Haemonchus

contortus.

Les vers adultes sont récupérés dans la caillette d’un mouton abattu quatre semaines
apres avoir été infesté expérimentalement (par voie orale) par des larves d’Haemonchus

contortus.

La caillette est incisée et placée dans du sérum physiologique a 37°C afin de récupérer
les individus adultes. Trois vers sont déposés dans les puits des boites de culture, puits qui ont
préalablement été remplis de 2ml de sérum physiologique a 37°C. Apreés une heure
d’incubation dans une étuve a 5% de CO2 et a 37°C, le sérum physiologique est retiré des

boites et remplacé par les différentes solutions a tester.
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L’effet anthelminthique est observé pour des concentrations d’extraits de 5, 2.5, 1.25
et O.625mg.ml'1 et pour des concentrations de 0.125, 0.25, 0,5 et 1% pour le témoin positif.
Toutes les solutions sont diluées dans un mélange de PBS-pénicilline-streptomycine avant
d’étre distribuées. Le témoin négatif est le PBS et le témoin positif est un dérivé de la classe
synthétique des imidazothiazoles agissant sur les vers adultes : le Lévamisole.

Une boite de culture est réalisée pour chaque type d’extrait, chaque boite contenant
trois répétitions par concentration d’extrait, Annexe 7 c). Le milieu de culture est renouvelé
au bout de 24h. La motilité des vers adultes est observée sous une loupe binoculaire apres 6,
21, 27 et 48heures.

La motilité des vers adultes est calculée comme étant le rapport entre le nombre de

vers mobiles et le nombre total de vers dans le puits.

C) Etude de la valeur nutritionnelle

1) Composition chimique des matiéres premieres

Le pourcentage de matiere seche (MS) des matieres premicres est déterminé par
séchage a 1’étuve (80°C, 72h), jusqu’a poids constant. La matiere minérale (MM) est mesurée
apres crémation (550°C, 4h) au four a moufles (AOAC, 1997).

La matiere azotée totale (MAT) est dosée par chromatographie selon la méthode de
combustion de Dumas. Les méthodes de Van Soest et al. (1991)ont été utilisée pour la
détermination des compositions en NDF (neutral detergent figer), ADF (acide detergent
fiber) et ADL (acide detergent Lignin) en utilisant 1’incubateur Ankomm?*” Fiber Analyser.
Le dosage des polyphénols totaux (PT), des tanins condensés (TC) et des flavonoides, sont
respectivement réalisés selon les méthodes de Singleton et al. (1965), Nakamura et al. (2003)
et Zhishen et al. (1999).

La réalisation des analyses, nécessite que tous les échantillons soient préalablement

broyés.
Afin de normaliser les expériences, les résultats obtenus sont exprimés en fonction du

pourcentage de matiere seche (MS) des végétaux étudiés. Les concentrations sont exprimées

en g.100g" de feuilles rapportées a la matiére séche, afin de mieux percevoir la répartition des
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différents composés dans les maticres premieres. La concentration en composés chimique est

calculée come suit : masse de I’échantillon x pourcentage (en MS) + 100.

2) Etude de la dégradabilité des aliments in sacco

Cette méthode, basée sur les travaux initiaux de Quin et al. (1938), a pour but
d’estimer la dégradabilité des aliments dans le rumen des animaux.

Trois béliers fistulés (photos 15 et 16) pesant en moyenne 54.21 £ 5.29kg et 4gés de 5
et 8ans sont utilisés pour cette étude qui s’échelonne sur 98 jours (14jours d’adaptation et

84jours d’expérience semaine de repos incluses).

Photos 15 et 16 : Bélier fistulé au niveau du rumen et agrandissement du dispositif

Le protocole expérimental est le suivant: 3g (en matiere seéche) de végétal sont
introduits dans le rumen des animaux via des sachets de nylon. Ces sachets sont retirés a
intervalle de temps croissant (0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 et 96heures) afin de réaliser une cinétique

de dégradabilité.

Deux aspects sont appréhendés : I’aspect nutritionnel avec la dégradabilité proprement
dite des feuilles et I’aspect antinutritionnel avec I’influence potentielle des tannins sur la
dégradabilité. L’aspect nutritionnel est étudié sur 42jours totaux durant lesquels les feuilles
vertes et seches d’un arbre (Arbre a pain, Amandier-pays ou Chataignier-pays) sont testées
toutes les deux semaines avec un intervalle d’une semaine de repos.

L’aspect antinutritionnel est étudié sur les 42jours suivants durant lesquels le protocole
d’étude est similaire a celui de la premiere période a ceci pres que qu’il est complémenté par
I’addition de Polyéthylene Glycol (PEG4000) dans le rumen des animaux. Cet additif est un
composé chimique inerte qui forme des complexes stables avec les tannins condensés, les

empéchant ainsi de se lier aux protéines.
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Durant toute 1’expérimentation, la ration alimentaire des animaux se compose de
fourrage vert et de luzerne. Ils consomment en moyenne 321.12g de luzerne sur 400g
proposés et 103g de matiere seche de fourrage sur 198g proposés. La méthode d’évaluation de

la valeur alicament de ressources végétales est proposée en Annexe 8.

« L’aliment étant introduit directement dans le rumen, il ne se subit pas la mastication,
la rumination et le turn-over que subit un aliment naturellement ingéré. La dégradabilité des
nutriments n’est donc calculée qu’a partir d’une cinétique et analysée en tenant compte de la

durée de séjour des aliments dans le rumen (Naquin 2002). »

Le pourcentage de dégradabilité in sacco est calculé de la fagon suivante :

[ (masse initiale — masse résiduelle) + masse initiale] x 100.

D) Traitement des données

Les données des tests in vitro et de dégradabilité in sacco sont traitées statistiquement
avec le logiciel Minitab® Release 14 Software. Un test de comparaison des moyennes est
réalisé (test de Bonferroni). La Pr value du test statistique permettant de comparer les
moyennes (traitement et témoin) a été fixé a 95% pour conclure a 1’équivalence des
moyennes. Quand la Pr value est inférieur a 5%, nous concluons a une différence significative
entre les moyennes du traitement et du témoin. Les effets doses des tests anthelminthiques

sont mis en évidence par une régression sur le logiciel Minitab®.
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IIT) Résultats-Discussion

A) Etude de la valeur santé
1) Etude phytochimique

a) Le screening phytochimique

Les résultats obtenus pour les trois arbres sont explicités sur le graphique 1 ci-dessous.

25

- -
15

] >
g
10 ’ ] -
==
57 o] b
0
Ch S

AmV AmS Ap V Ap S chv
Feuilles testées

Composés recherchés

B Phénols Anthocyanes @ Coumarines

W Tannins @ Quinones O Alcaloides

B Saponosides O Anthracéniques libres O Anthracéniques combinés
MW Flavanes O Proanthocyanidols W Stérols et triterpénes

Légende : Am : Amandier-pays, Ap : Arbre a pain, Ch : Chataignier-pays, V : vert, S : sec,

«} » : Composés déterminant la variabilité chimique entre les différentes matieres premicres

Graphique 1 : Composition phytochimique qualitative des feuilles vertes et seches de
I’Amandier-pays, de I’Arbre a pain et du Chataignier-pays.

Concernant I’Amandier-pays : La feuille verte et la feuille seche possedent les mémes
métabolites secondaires. Les proanthocyanidols, les flavanes et les stérols et triterpenes

semblent étre présents en quantité supérieure dans les feuilles seches.

Concernant 1’ Arbre a pain : Les métabolites testés sont répartis dans les mémes proportions
dans la feuille verte et la feuille seche de I’ Arbre a pain, a I’exception des stérols et triterpenes
qui sont en quantité plus importante dans I’échantillon sec et des flavanes présents dans ce

méme échantillon sec et absent dans I’échantillon vert.
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Concernant le Chataignier-pays : Les feuilles vertes et seches posseédent les mémes composés,
dans les mémes proportions, exception faite des phénols et des stérols et triterpenes, plus
nombreux dans les feuilles vertes et des proanthocyanidols plus nombreux dans les feuilles

seches.

Remarque : Les proanthocyanidols, les stérols et triterpenes et les flavanes -quand ils sont

présents- représentent la tres faible variabilité différenciant les feuilles vertes des feuilles

seches (cf. graphique 1 symbole « } »).

b) Les chromatographies sur couches minces
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Photo 17 : CCM de 1’ Amandier-pays

La principale espece chimique retrouvée au sein des trois arbres est la procyanidine
également connue sous le nom de proanthocyanidol ou tannin condensé. La procyanidine est
retrouvée dans la majorité des extraits d’Amandier-pays et dans les extraits aqueux et

méthanoliques vert et sec de I’ Arbre a pain et du Chataignier-pays.

\/ . <
** Les triterpenes

Les triterpénes n’ont été retrouvés que dans les extraits aqueux du Chataignier et de

I’ Amandier-pays.
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Au vue des résultats obtenus, les extraits au sein desquels le plus de composés sont révélés
sont les extraits aqueux et méthanolique vert et sec. Ces deux types d’extraits sont donc

choisis pour la suite des tests.

¢) Composition phytochimique des extraits

Les équations des gammes de dosage sont les suivantes :

Polyphénols totaux : y=3.1725x +0.0351 R2=0.9976
Flavonoides : y =1.964x + 0.0496 R2=0.9484
Tannins condensés :  y =0.3974x + 0.025 R2=0.975

Les résultats des dosages, exprimés en g.100g" d’extrait sec, sont exposés dans le tableau 2:

Tableau 2 : Concentrations en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés,

dans les extraits aqueux et méthanoliques

Dosage Polyphénols totaux Flavonoides Tannins condensés
Extrait

Feuilles Aq Mét Aq Mét Aq Mét
AmV 3.71 4.59 2.18 3.65 0.84 0.99
Am S 4.66 4.92 2.98 5.35 2.78 2.65
ApV 1.49 0.40 1.16 0.57 0.91 0.00

Ap S 1.64 0.76 1.96 0.95 1.59 0.00
ChV 2.04 1.29 2.70 1.64 0.74 1.22
ChS 2.23 1.37 4.27 1.29 0.74 3.96

Globalement, le dosage des extraits met en évidence des valeurs de concentrations
plus élevées dans les feuilles seches que dans les feuilles vertes a I’exception :
- de I’extrait méthanolique du Chataignier-pays ou I’extrait vert est 1.27 fois plus concentré
en flavonoides que I’extrait sec.
- des extraits aqueux du Chataignier-pays et méthanolique de 1’Arbre a pain pour lesquels

les concentrations en tannins des deux feuilles sont égales.
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Bilan global : La comparaison des trois arbres -feuilles vertes et seches regroupées- montre
que I’Amandier-pays contient les composés recherchés en proportions plus importantes que
I’ Arbre a pain et le Chataignier-pays, exception faite des anthracéniques dont il est dépourvu.
Ces résultats confirment ceux de la littérature pour la présence de tannins et de triterpenes
chez 1I’Amandier-pays (Godfroid 2004, Longuefosse 2007, Ko et al. 2002, Mau et al. 2003,
Chen P.-S. et al. 2006, Kinoshita et al. 2007) et de phénols pour I’Arbre a pain et le
Chataignier-pays (Longuefosse 2007).

Par ailleurs, deux types de tannins sont mis en évidence : des tannins galliques et
catéchiques chez 1’Amandier-pays, composés dont la présence est confirmée par la littérature
(Godfroid 2004, Longuefosse 2007, Chen P.-S. et al. 2006, Kinoshita et al. 2007), et des

tannins catéchiques chez les deux autres arbres.

L’Arbre a pain et le Chataignier-pays sont qualitativement proches en composition
phytochimique. Cependant, le Chataignier-pays semble contenir des quantités plus
importantes de flavonoides et de tannins condensés que 1’ Arbre a pain, tandis que les flavanes

ne sont présents que dans 1’ Arbre a pain.

Les résultats obtenus en phytochimie ont conduit a poursuivre les tests uniquement sur les

feuilles seches globalement plus concentrées en métabolites secondaires.

2) Les tests anthelminthiques in vitro

a)Test d’éclosion des ceufs de Haemonchus contortus (Egg Hatch

Assay, EHA)

Le témoin négatif PBS montre un pourcentage d’éclosion supérieur a 95% (P< 0.05). Le

témoin négatif Albendazole a un pourcentage d’éclosion moyen supérieur a 50% (P<0.05).
Apres comparaison avec le témoin négatif PBS (Tableau 3), seul I’extrait Am aq S est

significativement différent (P<0.001), avec un pourcentage d’éclosion moyen de 87.91% (+

4.58). Un effet dose-dépendant est mis en évidence pour cet extrait (P < 0.001; R’=53.0%).
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Tableau 3 : Comparaison des pourcentages moyens d’éclosion des extraits et des témoins.

Extrait Moyenne des % d’éclosion Erreur type |Pvalue/PBS | Pvalue/Albendazole
Amaq S 87.91 1.54 0.00 0.00
Am mét S 92.77 0.71 1.00 0.00
Ap mét S 91.74 1.72 0.32 0.00
Ch mét S 91.70 1.22 0.30 0.00
Albendazole 52.44 2.80 0.00 -
PBS 95.01 0.24 - 0.00

L’activité de I’extrait Am aq S sur I’éclosion ne semble pas étre due a la présence des
composés phénoliques, 1’extrait méthanolique en contenant dans des quantités semblables,
voire supérieures. L’analyse des résultats des CCM montre que I’extrait Am aq S est le seul a
contenir des triterpenes. Ces composés pourraient donc étre a I’origine de 1’effet observé sur

les ceufs de H. contortus.

b) Test de développement larvaire de Haemonchus contortus (Larval

Development Assay, LDA)

Le pourcentage de développement larvaire du témoin PBS atteint 95.66% (P< 0.05)
tandis que celui du témoin positif Albendazole varie entre 11.73 et 14.12% (P< 0.05) pour les
concentrations testées. Comparativement au témoin négatif PBS, tous les extraits testés
montrent un effet significatif (P<0.001) sur le développement larvaire (Tableau 5). Un effet
dose est également observé pour tous les extraits (Am aq S : R’=95.6%; Am mét S: R’=

97.3%; Ch mét S: R>=75.3% et Ap mét S: R*= 93.2%; P < 0.001).

Tableau 5 : Comparaison des pourcentages moyens de développement larvaire des extraits et
des témoins.

Extrait Moyenne des % de développement |Pvalue/PBS | Pvalue/Albendazole
Amaq S 75.38 0.00 0.00
Am mét S 61.00 0.00 0.00
Ap mét S 70.20 0.00 0.00
Ch mét S 78.99 0.00 0.00
Albendazole 12.54 0.00 -
PBS 95.66 - 0.00
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Les résultats phytochimiques compilés aux résultats anthelminthiques montrent que
Iefficacité sur le développement larvaire serait liée a la présence de composés phénoliques
dans les extraits. Les doses de polyphénols totaux efficaces testées pour 1’ Amandier-pays
sont comprises entre 0.030 et 0.120mg.ml™ . Elles varient entre 0.005 et 0.019 mg.ml™ pour
I’Arbre a pain et 0.009 et 0.034 pour le Chataignier-pays. Des résultats similaires ont déja

été observés avec des plantes a tanins condensés notamment (Marie-Magdeleine 1999).

¢) Test de motilité des vers adultes de Haemonchus contortus

Apres ©6heures de contact, les pourcentages de vers motiles ne sont pas
significativement différents entre les extraits et les t€émoins (tableau 6).

Aucune différence significative (P>0.05) n’est observée entre témoins (négatifs et
positifs) et extraits apres 21h et 48h d’incubation (tableau 6). Aucun effet sur la motilité du

vers adulte n’est donc mis en évidence.

Tableau 6 : Comparaison des pourcentages moyens de vers motiles des extraits et des

témoins.
Durée d’incubation
6heures 21heures
Traitement | Moyenne des % | Pvalue | Pvalue Moyenne des % | Pvalue | Pvalue
de vers motiles PBS | Lévamisole | de vers motiles PBS | Lévamisole
Am aq S 100.00 1.00 1.00 8.33 1.00 1.00
Am mét S 100.00 1.00 1.00 7.29 1.00 1.00
Ap mét S 100.00 1.00 1.00 0.00 0.99 1.00
Ch mét S 100.00 1.00 1.00 0.00 0.07 1.00
Lévamisole 98.44 1.00 - 0.00 0.07 -
PBS 100.00 - 1.00 18.33 - 0.07

B) Etude de la valeur nutritionnelle

1) Composition chimique des matieres premieres

La composition chimique des matieres premieres est présentée dans le Tableau 7ci-dessous :
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Tableau 7 : Composition chimique des matieres premieres Amandier-pays, Arbre a
pain et Chataignier-pays et du témoin fourrage Pangola (Digitaria decumbens) en %MS

Feuilles | MS | MO |MM | MAT |NDF |ADF |ADL |PT TC Flav
(%)
AmV  |342 (893 | 107 | 121 | 377 | 244 | 76 3.5 0.51 | 0.85

Am S 476 | 88.6 | 114 4.1 36.6 | 27.3 8.6 3.33 243 1.5

ApV 279 | 85.77 | 143 13.8 50.7 | 33.6 | 128 0.74 0.00 ]0.21

ApS 323 | 81.5| 185 6.2 52.7 | 35.8 12.1 0.58 0.36 | 0.01

ChV 324 | 873 | 12.7 15.4 525 | 372 | 165 0.76 097 10.35

Ch S 594 1 79.7 | 203 6.6 522 | 359 15.3 0.39 0.61 0.07

Pangola | 18.3 | 88.8 | 11.2 13 703 | 364 59

Les résultats obtenus en composition chimique indiquent que les matieres premieres
étudiées ont en général une valeur nutritionnelle du méme ordre qu’un fourrage classique tel
que le Pangola. Si on s’intéresse a la seule matiere azotée totale (MAT) sa valeur est
supérieure pour les matieres premieres vertes. Cette meilleure valeur azotée doit &tre
considérée avec prudence car il est nécessaire de déterminer s’il s’agit d’azote réellement
disponible pour I’animal.

Les ressources végétales contiennent également des composés phénoliques, qui

peuvent constituer des facteurs antinutritionnels.

2) Etude de la dégradabilité des aliments in sacco

Les cinétiques de dégradabilité des trois matieres premieres testées sont représentées
sur les graphiques ci-dessous, (a) pour : la MS, reflet de la ressource végétale globale, (b)
pour la MAT, parametre important caractérisant la valeur alimentaire, et (c) pour le NDF,
reflet de la paroi végétale entiere. Les temps de séjour moyen de ce type de fourrages dans le
tube digestif de petits ruminants étant de 24h a 48h, ces données seront ciblées pour la

discussion.
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a) Amandier pays:

Graphique 1a: Cinétique de dégradabilité de la MAT
de I'Amandier-pays
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Graphique 1b : Cinétique de dégradabilité de la MS de
I'Amandier-pays
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Graphique 1c : Cinétique de dégradabilité du NDF de
I'Amandier-pays
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Les résultats de dégradabilité relativement faible a 24 et 48h, confirment 1’activité
antimicrobienne relevée dans la littérature (Charng-Cherng et al. 2006). La présence de produits
antinutritionnels est mise en évidence par la baisse de dégradation générale du témoin (55.3+
3.8) a 24h pour la MS. Dans un contexte d’élevage, la digestion de la totalité de la ration serait

affectée. De plus, la dégradation de 1’azote est limitée par les tannins dans la feuille comme

I’indique I’augmentation des dégradations en présence de PEG (P< 0.01).




b) Arbre a pain :

Graphique 2a : Cinétique de dégradabilité de la MAT Graphique 2b : Cinétique de dégradabilité de la MS de
de I'Arbre a pain I'Arbre a pain
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Graphique 2c : Cinétique de dégradabilité du NDF de
I'Arbre a pain
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La MS, la MAT et le NDF des feuilles vertes, plus jeunes, sont mieux dégradés que le
sec, car plus vieux, donc plus lignifié.
La dégradation de I’azote est limitée par les tannins dans le vert et le sec comme 1’indique
I’augmentation des dégradations en présence de PEG (P<0.001). Ce phénomene est surtout mis
en évidence dans le sec, plus concentré en tanins.
Le niveau de dégradation des feuilles vertes d’Arbre a pain est proche de celui du fourrage

classique témoin (60 + 7.0 pour la MS).
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¢) Chataignier- pays :

% de dégradabilité

Graphique 3a : Cinétique de dégradabilité de la MAT Graphique 3b : Cinétique de dégradabilité de la MS du
du Chataignier-pays Chataignier-pays
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Graphique 3c : Cinétique de dégradabilité du NDF du
Chataignier-pays
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La MS, la MAT et le NDF des feuilles vertes, plus jeunes, sont mieux dégradés que le
sec, car plus vieux, donc plus lignifié.
La dégradation de I’azote est limitée par les tannins dans le vert et le sec comme 1’indique
I’augmentation des dégradations en présence de PEG (P< 0.001).
Le niveau de dégradation des feuilles vertes de Chataignier-pays est proche de celui du fourrage

classique témoin (62 + 5 a 24 heures pour la MS).

Les feuilles d’ Arbre a pain et de Chataignier-pays ont des dégradabilités assez proches.
Cependant, pour un usage alimentaire, les feuilles seches d’Arbre pain (moins de TC) auraient
un meilleur intérét ainsi que les feuilles vertes du Chataignier-pays (MAT supérieure). Cela

s’explique peut étre par des ages de récoltes différents des ressources.
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Les résultats de dégradabilité supérieure en présence de PEG pour les trois matieres
premieres montrent qu’une partie de la ressource azotée est non disponible au niveau du rumen.
L’augmentation de dégradabilité observée avec le PEG s’explique par la complexation du PEG
avec les tanins présents dans la plante. Il est donc nécessaire de déterminer la disponibilité réelle

de la protéine au niveau intestinal afin d’expliquer la faible digestibilité ruminale.

V) Conclusion

Les résultats de cette étude préliminaire indiquent déja que I’Amandier-pays est
potentiellement une ressource a valeur anthelminthique alors que les 2 autres ressources
pourraient étre des alicaments. Pour ce qui releve du volet alimentaire, les feuilles seches plus
facilement disponibles dans le cadre de systemes agro forestiers représentent une valeur
nutritionnelle moindre mais non négligeable. Pour ce qui releve du volet anthelminthique, il
serait nécessaire de complémenter I’ Amandier-pays pour palier a son effet antinutritionnel.

Les résultats obtenus ici proviennent d’études réalisées in vitro. Ils doivent étre confirmés par

des approches in vivo.

Les perspectives de recherches sur le court terme sont donc la conduite d’essais
d’alimentation ou 1I’amandier serait test¢é comme anthelminthique et les deux autres ressources
comme aliment et anthelminthique (alicament). L’objectif serait de tester des effets doses et
d’analyser les réactions (acceptabilité, nutrition et santé) sur I’animal.

Sur le plan phytochimique il faudrait valider I’implication des composés polyphénoliques dans
I’activité anthelminthique du chataignier et de l’arbre a pain; ainsi que des composés

terpéniques dans 1’ Amandier-pays.
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VI) Lexique

Agriculture durable : systeme de production agricole qui vise a assurer une production pérenne
de nourriture, de bois et de fibres en respectant les limites écologiques, économiques et sociales

qui assurent la maintenance dans le temps de cette production.

Anthelminthique : se dit d'un médicament destiné a débarrasser I'organisme humain ou animal de
la présence des helminthes (ver parasite de l'homme et des vertébrés appartenant a

I'embranchement des plathelminthes (vers plats) ou a celui des némathelminthes (vers ronds).
Astringence : propriété de certaines substances de produire une crispation des muqueuses.

Caillette (ou abomasum) : véritable estomac des ruminants. Les autres compartiments sont dits
pré-estomacs (panse, réticulum, feuillet) car ils assurent une digestion microbienne, la digestion

enzymatique étant réalisée dans cet estomac.
Carminatif : favorise 1'expulsion des gaz résultant de la fermentation intestinale.

Classification APG II : Classification botanique la plus importante a I’heure actuelle. Datant de
2003, elle est une modification de la classification APG de 1998. Elle est construite sur la base
de deux genes chloroplastiques et un gene nucléaire de ribosome, mais ces données sont

complétées dans quelques cas par d'autres données.

Conformation bouchere : Apparence extérieure d'un animal d'élevage, appréciée par rapport aux

objectifs de production de 1'animal (lait, viande).

Dessaisonnement : Faire reproduire une femelle de mammifere, et notamment la brebis, en

dehors de la saison sexuelle normale.

Fistules : ouvertures artificielles bouchées par un bouchon en plastique sur des poches digestives

d'un animal vivant. Le bouchon permet d'avoir un acces direct aux aliments ingéré par 1'animal.

Introduction de 1I’Arbre a pain: Les planteurs des Indes occidentales pensaient obtenir une

nourriture moins cofiteuse que le manioc pour leurs esclaves. Ils demanderent au roi Georges 11
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d’envoyer une expédition a Tahiti afin de recueillir des plants d’arbre a pain. Lors du voyage de
retour, le capitaine Bligh voulu rationner I’eau de 1’équipage au bénéfice des plants et déclencha
la célebre mutinerie du Bounty qui fit échouer le projet. En 1792, une deuxieme expédition fut
lancée et 2162 jeunes pieds d’arbre a pain furent débarqués a la Jamaique en février 1793

(Longuefosse 2007)

Nématode : ver némathelminthe cylindrique ou effilé¢, non segmentés, menant une vie libre ou
parasitaire. IlIs sont en général gonochoriques (les sexes sont séparés) et montrent souvent un
dimorphisme sexuel : les males sont plus petits et portent des spicules copulateurs.

Phytothérapie : traitement ou prévention des maladies par 1'usage des plantes.

Prévalence : Rapport du nombre de cas d'un trouble morbide a l'effectif total d'une population,
sans distinction entre les cas nouveaux et les cas anciens, a un moment ou pendant une période

donnés.

Production raisonnée : mode de production agricole qui vise a une meilleure prise en compte de

I'environnement par les exploitants.

Prolificité : Chez les mammiferes, nombre moyen de petits par portée.

Résilience : capacité d'un écosysteme ou d'une espece a récupérer un fonctionnement et/ ou un

développement normal apres avoir subi un traumatisme

Rumen ou panse : premier des pré-estomacs chez les ruminants.

Strongylose : maladie parasitaire des animaux domestiques, provoquée par des nématodes
appartenant a la famille des strongyloidés et aux familles voisines (strongylose intestinale des

équidés, strongylose gastro-intestinale des ruminants, strongylose broncho-pulmonaire des

ruminants et du porc).
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Annexes

1) Cycle détaillé de Haemonchus contortus

%ses caudales (male)

La femelle localisée dans la caillette de 1’animal pond quotidiennement 5 000 a 10 000 ceufs.
Ceux-ci passent du tractus digestif au milieu extérieur via les feces de ’hote. Une fois dans le
milieu environnant et dans des conditions optimales de températures (24 a 29°C), des larves dites
au stade L1 éclosent des ceufs. Quatre a six jours s’écoulent entre I’émission des ceufs et ce stade.
24 a 48 heures apres I’apparition du stade L1, une premiere mue a lieu et les larves
deviennent des larves L2. Les deux stades juvéniles se nourrissent exclusivement de bactéries

présentes dans le fumier.

Deux a quatre jours apres, des larves infestantes L3 apparaissent suite a une nouvelle
mue. Elles migrent vers le sommet des brins d’herbe et attendent d’€tre ingérées par les animaux.
Ces larves possedent une gaine protectrice qui premierement leur permet de survivre dans le
milieu et deuxiemement les protégera lors de leur passage dans le tractus digestif. Dans 1’attente,
elles ne vivent que de leurs réserves lipidiques. Une fois avalées, les larves L3 transitent dans le
tube digestif jusqu’a la caillette. Durant le trajet, elles perdent leur gaine protectrice et se logent
dans la muqueuse. L’accumulation des larves dans I’estomac modifie la pression partielle de
CO2 et élevent la température du milieu.

Les modifications dans I’environnement digestif induisent le développement, 48 heures
apres, des larves L3 larves en larves L4 hématophages. Elles ont perdu leur gaine mais ont
acquis une dent vestigiale perforante qui leur permet d’atteindre la lumiere des capillaires

sanguins de la muqueuse et de se nourrir.

Au cours des quatre a six jours suivants, la larve L4 évolue en larve juvénile au stade LS
et une semaine apres les adultes sexués apparaissent. Tous les individus hématophages se

nourrissent de 0,05ml de sang par jour.

Trois semaines s’écoulent entre 1’infection de 1’animal et I’apparition des premiers ceufs dans les

feces : Stade Pré-Patent (Sendow ).
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2) Caractéristiques du mouton « Martinik »

Les caractéristiques physiques et les aptitudes propres a la race font du mouton Martinik un

animal important dans la production ovine locale :

Caractéristiques physiques Aptitudes
-absence de laine -animal fécond
-absence de cornes -dessaisonnement™ aisé
-oreilles horizontales -conformation bouchere*,
-dos droit et long -bonne prolificité* de 130 a 190%

-robe majoritairement multicolore - rythme de reproduction soutenu de 3 mises
' bas en 2 ans,
-résistante au parasitisme interne,
-poids au sevrage de 12 a 16kg (suivant
conditions d’élevage),

-aptitude a I’élevage au paturage,

(Anon.)

Un programme d’amélioration génétique de la race a été approuvé par la Commission
nationale d “amélioration génétique du ministere de 1’Agriculture en 1993.
Il s’agit du premier programme d “amélioration génétique officiellement agréé et reconnu dans la
Caraibe, et le seul en ce qui concerne les moutons.
Les objectifs du schéma de sélection sont de maintenir de bonnes aptitudes de reproduction
(prolificité et dessaisonnement), 1 “adaptation a 1’élevage au paturage et d‘augmenter les
performances laitieres des meres et la conformation bouchere des produits, notamment le

développement de la masse musculaire (URZ 2008).
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3) Les tannins
+%* Définition

Les tannins (ou tanins) sont des molécules organiques non azotées fabriquées par les
voies métaboliques secondaires des végétaux. Ce sont des composés solubles dans 1’eau, qui
n’assurent pas strictement la survie du végétal mais qui constituent un moyen de lutte efficace
dans les interactions plante-plante telles que les relations allélopathiques, d’inhibition de la
germination et de la croissance (Brunet 2008, Davoust 2009, Anon.2009, Anon.2010) et contre
les agressions des prédateurs tels les insectes et les mammiferes herbivores (Brunet 2008, Hoste

et al. 2004).

/ P .
** Caractérisation

Les tannins appartiennent au groupe des phénols et sont distingués en deux catégories
selon leur structure biochimique :

-les tannins hydrolysables (THs) et

-les tannins condensés (TCs) ou proanthocyanidols

(Brunet 2008, Davoust 2009, Anon.2009, Anon.2010, Hoste et al. 2004)

** Particularités biologiques des plantes a tannin :

« Les tannins sont présents dans toutes les parties du végétal. 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 protege ainsi les végétaux d’une prédation excessive La teneur en tannins
d’une plante varie en fonction de plusieurs facteurs intrinseques, tels que 1’espece et la variété, la
partie ou le stade végétales, et extrinseques, comme les conditions climatiques, pédologiques ou

le stress de prédation (Brunet 2008). »
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4) Les extractions

Schéma 1 : Méthode d’extraction aqueuse a 1’eau chaude ou décoction

Plante pulvérisée (Grille 1mm)
100g

500 mL H,O distille¢ 100°C (Mélange)

Frémissement

Refroidissement 2 minutes

Filtration & chaud au Buchner

Filtrat 1 p congélation
Lyophilisation

Résidu gateau
l 500 mL H,O distilleé 100°C
Frémissement-
Filtration Buchner a chaud

Filtrat2 ___ jcongélation
Prévisions rendement Lyophilisation
(M gy = 20g) Résidu déchet

Schéma 2 : Méthode d’extraction par lixiviation.

Plante fraiche (grille de 1 mm)
100 g

150 ml de solvant : méthanol, éthanol, dichlorométhane
500 ml total
Repos2a4h
A P’abri de la lumiére

Récupération du lixiviat — Lixiviat 1

+
Extraction en continu Evaporation,
Par le reste de solvant (350 ml) Lyophilisation
| » Lixiviat 2
Résidu
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5) Screening phytochimique

L
Ll lN-\)A Unité : Unité de Recherches Zootechniques

Centre Antilles- |>¢rVice/équipe :

Guyane

Nature du document : MODE OPERATOIRE

SCREENING MANIOC

Rédigé par : PLACERDAT Jessica

Code: MO-domaine-numéro

Revu par : Philibert Lucien
Marie-Magdeleine Carine

N° Version : 1

Validé par :

Emis le :

Destinataires : tt agent laboratoire

Modifiée le :

Nombre
de

pages :
7

1. Objet et domaine d’application

Cette procédure permet de mettre en évidence 1’ensemble des métabolites présents dans les

feuilles de manioc.

La préparation du matériel végétal sera différente en fonction du métabolite recherché.
Cette procédure est utilisable pour toutes les plantes.

2. Documents de référence

Bull.Soc.Pharm.Bordeaux, 2003, 142,61-78.Screening phytochimique d’une endémique ibéro-

marocaine, thymelaea lythroides. N.DOHOU, K.YAMNI, S TAHROUCH, L.M. IDRISSI

HASSANI, A. BADOC, N. GMIRA.

Etude de la phytochimie et de 1’activité antipaludique de 1I’Archornea Cordifolia Schmach
(Euphorbiaceae) These, 2002, TOGOLA Adiaratou.

3. Liste de diffusion et si nécessaire niveau de confidentialité

Tout agent de laboratoire, stagiaire...
4. Hygiéne et sécurité

L’utilisation de solvant implique une protection obligatoire.
I1 est important de manipuler avec des gants et selon les produits d’utiliser des lunettes de
protection. De plus il est préférable de préparer et d’utiliser les réactifs sous une hotte.

5. Principe de la méthode

L’ensemble des métabolites présents dans le matériel végétal est extrait de la plante (macération,
infusion). La méthode du screening se base sur le fait que les métabolites mis en présence de
réactif chimique déterminé subissent une réaction spécifique qui permet de les identifier les uns
par rapport aux autres. A la fin d’un screening on est alors capable d’établir la liste des

métabolites présents dans le matériel végétal.

6. Matériels nécessaires
- Pipettes, tube a essai, bécher
- Agitateur
- portoir
- Rotavapor
- Entonnoir, coton
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Balance, coupelle de pesée, spatule
Bain-marie

Tubes

Plaques de CCM1

Seringues

Cuve

Evaporateur rotatif

Sonicateur

Erlenmeyer

7. Réactifs (chimiques et biologiques)

¢ 7.1 .Préparation du matériel végétal

e 7.1.1 Solution A

Infusé a 10% :20 g d’organes broyés sont placés dans un erlenmeyer
contenant 200mL d’eau bouillante. Boucher I’erlenmeyer et laisser infuser 20
minutes. Filtrer.

e 7.1.2 Solution B

Extraits méthanoiques : mettre 2g de matériel végétal sec et broyé dans
100ml de méthanol 50%.Apres une sonication de 15min et agitation toute la
nuit, filtrer les extraits et évaporer a sec a ’aide d’un évaporateur rotatif. Les
résidus sont repris dans quelques ml de méthanol pur.

e 7.1.3 Solution C

Filtrats d’éther éthylique: Faire macérer pendant 24h, 1g de poudre de
matiere végétal dans 20mL d’éther, puis filtrer.

%+ 7.2. Réactifs chimiques

Acétate d’éthyle

Meéthanol 50%

Meéthanol pur

Réactif de Draggendorff (tétraiodobismuthate de potassium)
Ammoniaque concentré et dilué a 10%

Anhydride acétique

Chloroforme

Acide sulfurique concentré

Chlorure ferrique

Soude 1/10 et 0.2N
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Chlorure ferrique a 3% et 1%
Poudre de magnésium
Vanilline

Alcool chlorhydrique 0.2N
Ether de pétrole

Ether éthylique

1. Contrainte de la méthode

o Certaines réactions ne sont pas spécifiques. (ex: la fluorescence U.V pour les
coumarines)

2. Contenu du mode opératoire

< 9.1. Recherche des phénols. (BATE-SMITH 1956)

Préparer une solution d’acide chlorhydrique 0.5N.
- La masse molaire de HCI vaut 36.5g/mol

1 mole pese 36.5 g. La densité est de 1.186 soit v=36.5/1.186 = 30.77

ml
Pour préparer une solution molaire d’HCI il faudrait prendre 30.77 ml d” HCI pur pour 1
litre d’eau. Or le solution d’ HCI n’est pas pure et est a X% de richesse. Pour la
préparation il faudra prendre alors (30.77*100)/X = Y ml d’HCI pour 1 litre .La
recherche des phénols nécessite d’avoir HCI 0.5N soit Y*0.5 (....... ml pour 1 litre).

Préparer une solution de chlorure ferrique a 3% dans 1’acide chlorhydrique 0.5N.
- 3gde chlorure de fer dans 100ml d’acide chlorhydrique 0.5N.

¢ Dans le tube mettre :
2ml de la solution A + 1ml de la solution ferrique a 3% préparée.

Interprétation : L’apparition d’une coloration bleue virant au noir traduit une réponse positive.

< 9.2. Recherche des flavonoides. (HARBONES, MABRY, MABRY
1975) Réaction de SHINODA.

¢ Dans un tube mettre :
2ml de la solution A+ 2ml d’alcool chlorhydrique +0.2g de poudre de magnésium

Interprétation : I.’apparition d’une coloration orange ou rouge témoigne de la présence de
flavonoides.

+» 9.3 Recherche des anthocyanes. (HARBORES, MABRY, MABRY
1975)
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Préparer une solution d’acide chlorhydrique 2N.
Pour la solution (Y*2)=.....ml d’"HCI dans 1 litre d’eau.

¢ Dans un tube mettre :
2ml de la solution A+ 2ml d’acide chlorhydrique 2N

Puis quelques gouttes d’ammoniaque concentrée.

Interprétation : Si la coloration rose-rouge vire au bleu-violacé apres I’ajout des quelques gouttes
d’ammoniaque, alors nous sommes en présence d’anthocyanes.

< 9.4 Recherche des flavanes. (GEISSMAN 1962)

Réaliser une solution de 2% de vanilline dans I’acide chlorhydrique concentré.
- 2gde vanilline dans 100ml d’acide chlorhydrique concentré.

¢ Dans un tube mettre :
2ml de la solution A + .... de solution de 2% de vanilline préparée.

Interprétation : L’apparition d’une coloration rouge indique une réaction positive.

<+ 9.5 Recherche des proanthocyanidols. (BATE-SMITH et
RIBEREAU-GAYON 1959)

¢ Dans un tube mettre:
2ml de solution A + 2ml d’acide chlorhydrique.

Placer le bécher au bain-marie bouillant pendant Sminutes.

Interprétation : L.’apparition d’une coloration rouge indique une réaction positive.

9.6 Recherche des coumarines. ( HEERTERMAN 1961)

Préparer une solution de soude 0.2N.
- La masse molaire vaut 40g/mol
Imole pese 40g. La densité est de 2.1 soit v=40/2.1 =19.04ml

Pour préparer une solution molaire de NaOH il faudrait prendre 19.04 ml de NaOH pur
pour 1 litre d’eau. Or le solution de NaOH n’est pas pure et est 2 X% de richesse. Pour la
préparation il faudra prendre alors (19.04*100)/X = Y ml de NaOH pour 1 litre .La
recherche des coumarines nécessite d’avoir NaOH 0.2N soit Y*0.2 (....... ml pour 1
litre).

¢ Dans un tube a essai mettre :
1 a 2 g de plante seche et broyée + 1ml d’eau
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Préparer un papier filtre imprimé d’une solution de soude 0.2N, puis placer ce papier dans la
partie supérieur du tube.

Interprétation : Une fluorescence jaune de ce papier a la lumiere U.V indique une réaction
positive.

+» 9.7 Recherche des tanins (HAMPTON HOCH 1933)

Préparer une solution de chlorure ferrique a 1%.
- 1g de chlorure ferrique dans 100ml d’eau distillée.

e Dans le tube, mettre :
SmL de la solution A + ImL de chlorure ferrique a 1%.

Interprétation : L’apparition d’un précipité bleu-noir traduit la présence de tanins galliques, un
précipité brun-vert celle de tanins catéchiques.

+» 9.8 Recherche des quinones
> ATTENTION : Utilisation d’une autre préparation du matériel végétal.

Préparation : 1g de matériel végétal sec et broyé est placé dans un tube avec 15 a 30 ml
d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24h, les extraits sont filtrés et
concentrés au rotavapor.

Récupérer la phase aqueuse puis ajouter quelques gouttes de soude 1/10.

Interprétation : Un virage de la phase aqueuse au jaune, rouge ou violet indique la présence de
quinones.

* 9.9 Recherche des alcaloides (TEST DE DRAGGENDORF)

e Effectuer une CCM avec quelques microlitres de la solution B en utilisant comme solvant
de migration un mélange d’acide éthanoique/méthanol/ hydroxyde d’ammonium 50%
dans les proportions (9 :1 :1).

Apres la migration, pulvériser les spots fluorescents a 365nm avec le réactif de
Draggendorf.

Interprétation : L’apparition en lumiere visible de taches orange témoigne de la présence
d’alcaloides.

*»* 9.10 Recherche des saponosides
» ATTENTION : Utilisation d’une autre préparation du matériel

végétal.

Solution S
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Préparation : mettre 2g de matériel végétal sec broyé dans 100mL d’eau, puis porter a ébullition
pendant 30 minutes. Apres refroidissement et filtration réajuster le volume a 100ml.

e 9.10.1 Approche quantitative.

A partir de la solution S, préparer 10 tubes :

tubel : Iml de S + 9 ml d’eau distillée
tube2 : 2ml de S + 8ml d’eau distillée
tube3 : 3ml de S + 7ml d’eau distillée
tube4 :4ml de S + 6ml d’eau distillée
tube5 :5ml de S + 5ml d’eau distillée
tube6 :6ml de S + 4ml d’eau distillée
tube7 :7ml de S + 3ml d’eau distillée
tube8 :8ml de S + 2ml d’eau distillée
tube9 :9ml de S + 1ml d’eau distillée
tubel0 :10ml de S.

Agiter les tubes en position horizontale pendant 15 secondes.
Apres un repos de 15 minutes en position verticale, relever la hauteur de mousse

persistante en cm.

Résultats : Si la hauteur de mousse est proche de 1 cm dans le x° tube, calculer I’indice
de mousse (I)

Formule générale : I= (hauteur de mousse dans le x° tube*5)/0.0x

Interprétation : La présence de saponosides dans la plante est confirmée avec un indice supérieur

a 100.

e 9.10.2 Approche qualitative.

Effectuer une CCM avec quelques microlitres de la solution B. Le solvant de migration
est un mélange d’acide éthanoique/méthanol/eau dans les proportions (100 :13.5 :4).
La révélation se fera a la vanilline sulfurique.

* 9.11 Recherche des dérivés anthracéniques
» ATTENTION : Utilisation d’une autre préparation du matériel végétal.

Préparation : mettrelg de poudre de matériel végétal avec 10ml de chloroforme
dans un bécher. Placer le bécher au bain-marie durant 3 mn et filtrer.
Obtention d’un filtrat (F) et d’une poudre épuisée par le chloroforme (P)
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e 9.11.1 Les anthracéniques libres (REACTION DE
BORNTRAGGER)

e Dans un tube, mettre :
Iml filtrat (F) + Iml d’ammoniaque

Interprétation : I.’apparition d’une coloration rouge indique la présence d’anthracéniques libres.

e 9.11.2 Les anthracénique combinés

e Dans un tube :
Poudre (P) + 10ml d’eau distillée + 1ml c¢’acide chlorhydrique.

Chauffer le bécher au bain-marie bouillant pendant 15mn puis filtrer.

Prélever 5ml de filtrat, extraire avec Sml de chloroforme.
A la phase organique ajouter 1ml d’ammoniaque dilué a 10%.

Interprétation : L.’apparition d’une coloration rouge indique la présence d’anthraquinones sous la
forme O-hétérosides.

¢ 9.12 Recherche des stérols et triterpenes

e Evaporer a sec 10mL de solution C.
Dissoudre le résidu dans 1mL d’anhydride acétique, puis dans ImL de chloroforme.

Répartir la solution dans 2 tubes a essai.
A I’aide d’une pipette ajouter ImL d’acide sulfurique concentré au fond du tube sans

agiter.

Interprétation : La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides
et une coloration violette de la couche surnageant révelent la présence de stérols et triperpenes
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6) Chromatographie sur couche mince

Principe de la méthode :

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose sur des phénomenes principalement
d’adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long
d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere
plastique ou aluminium. Apres que 1’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les
substituants migrent a vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant.

Lorsque la plaque est placée dans la cuve, I’éluant monte a travers la phase stationnaire,
essentiellement par capillarité.

Milieu de migration :

Quand c’est un mélange de solvant : Bien agiter afin d’homogénéiser le mélange de solvant.
S’assurer qu’il n’y ait qu’'une phase de solvant et que le mélange ne soit pas trouble.

Pour tous les milieux de migration, laisser saturer la cuve au moins 10min.

Dépots :

A I’aide d’une micro-seringue, déposer les échantillons en commencant a 1.5cm du bord gauche
et sur lcm a 1.5cm de long. Veiller a respecter les quantités prévues dans le protocole, a ne pas
poser la seringue sur la plaque et faire les dépdts les plus fins possibles. Procéder au dépot
suivant a 0.5 voire 1cm du dépot précédent, en procédant de la méme manicre.

Mettre la plaque dans la cuve.

Fin de migration :
La fin de migration a lieu lorsque le solvant atteint le niveau « front de solvant ». Retirer alors la
plaque et la placer sous la hotte 10min pour faire évaporer le solvant.

Pulvérisation des plaques :
Apres observation sous UV, pulvériser la plaque avec le réactif approprié, sous la hotte.

Rapport frontaux :
On appelle rapport frontal, Rf (ou référence front, coefficient de migration), le rapport suivant :
Distance parcourue par le soluté / Distance parcourue par le solvantl

Le schéma ci-dessous montre comment calculer le Rf.
Le rapport frontal est donc égal a :

front du solvant RI=(X/Y) avec Ri<l

i Un soluté tres soluble dans la phase fixe aura un Rf

faible ; tres soluble dans la phase mobile, son Rf sera
élevé et proche de 1.

4]

migration
o

. \ 4

’

ligne de depot ﬂ

cuve + solvant de migration
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7) Tests anthelminthiques
+%* 7 a) Méthode de récupération des ceufs de Haemonchus contortus

Les ceufs sont récupérés dans les féces d’'un mouton infesté par H. contortus selon la
méthode de Hubert et al. (1984).

Apres broyage des feces et différents tamisages successifs (tamis 500, 250, 125, 63, 50 et
32 um), les ceufs sont récupérés et centrifugés pendant 10min 2 2000 tours.min™. Le surnageant
est éliminé tandis qu’une solution de NaCl de densité 1,2 est rajoutée. L’ensemble est de
nouveau centrifugé durant 15min 3000 tours.min".
De ces opérations résultent la formation d’un anneau d’ceufs qui est récupéré sur un tamis de
32um et rincé abondamment a 1’eau stérile.

X b) Schéma de distribution et de concentrations finales d’une boite de culture 24

puits, tests EHA et LDA de Haemonchus contortus

extrait extrait extrait extrait extrait Albendazole ®
2.5 mg.ml® O O O O O O 1 mg.ml®
extrait extrait extrait extrait extrait Albendazole ®
12smemt® | () O O O O | O smem
extrait extrait extrait extrait extrait Albendazole ®
0.625 mg.ml® O O O O O O 0.25 mg.ml'®
Albendazole ®
PBS 0.625 mg.ml*
O O O O O | Ooom

X ¢) Schéma de distribution et de concentrations finales d’une boite de culture 24
puits test de motilité des vers adultes de Haemonchus contortus

O O o O O O
Smg.ml”’ 2. Smg.ml”’ PBS 1.25mg.ml”  0.625mg.ml”’

O O O O O O
Smg.ml”’ 2. Smg.ml”’ PBS 1.25mg.ml”  0.625 mg.ml”

O O o O O O
Smg.ml”’ 2. Smg.ml’ PBS 1.25mg.ml”  0.625 mg.ml”’

O Q O O O Q
Lév Lév PBS Lév Lév PBS
0.125% 0.25% 0.5% 1%
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8) Evaluation de la valeur alicament de ressources végétales
tropicales pour I’élevage.

Unité : Unité de Recherches Zootechniques

(I
(i lN?A Service/équipe :

Nature du document : PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Centre Antilles-Guyane

Evaluation de la valeur alicament de ressources végétales tropicales pour
I'élevage

Titre court : “Valeur alicament”

Rédigé par : Carine MARIE-MAGDELEINE Code: PTE-CMM1001 Nombre
Revu par : Harry ARCHIMEDE N° Version : 3 de ptzges :
Validé par : Emis le : 07/01/10

Destinataires : t+ agent intervenant (URZ- Modifiée le :13/01/10

UEPSA)

1 Echelle de diffusion

Laboratoire URZ, UEPSA, directeurs de thése.

2 Contexte

En plus de leur contenu en métabolites primaires a valeur alimentaire, les plantes
peuvent contenir des métabolites secondaires (MS) a valeur santé. Les MS
suspectés pour une activité anthelminthique sont les polyphénols type tanins
condensés (TC), ou les terpénoides type saponines. Ces MS présentent également
des propriétés nutritionnelles (TC pour leur complexation avec les protéines dans le
rumen), environnementales (TC et saponines), mais peuvent aussi se révéler anti-
nutritionnelles a certaines concentrations.

3 Objectifs

Evaluer la valeur alicament (aliment et médicament) de ressources végétales, par
des tests /n vitro (propriétés anthelminthiques donc valeur santé) sur le strongle
Haemonchus contortus et la dégradabilité /n sacco (valeur alimentaire) ; associés a
un screening phytochimique et a une composition chimique.

En cas de présence de tanins condensés, une expérience de dégradabilité in
sacco sera appliquée en présence de PEG.
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4 Déroulement de I'expérimentation
Période : Janvier a Avril 2010

1°) Valeur santé (propriétés anthelminthiques) :

Animaux concernés:
2 moutons (phénotype Black belly) infestés par H. contortus (issus du protocole
production d'ceufs en routine pour le laboratoire).

Des féces de ces animaux seront récupérées afin de procéder a une extraction
d'ceufs et une mise en culture de larves L3 (coproculture) au laboratoire.

Une série de tests /n vitro (éclosion, embryonnement, développement larvaire,
migration de L3 et motilité des vers adultes) sera menée sur les parasites extraits
des féces, selon les procédures décrites au laboratoire.

Mise a jeun des animaux destinés au test adulte, J-2 avant abattage et seule la
caillette sera prélevée pour prélevement de vers.

2°) Valeur alimentaire :

Animaux concernés:
3 béliers Martinik canulés (phénotype Black belly).

Matieres premiéres et préparation :

Feuilles de chataignier (vert et sec c-a-d au sol)
Feuilles d'amandiers (vert et sec c-a-d au sol)
Feuilles de fruit a pain (vert et sec c-a-d au sol)
Témoin Pangola 14;

Au Laboratoire :
Couper (aux ciseaux) les différents produits, le plus finement possible (méme taille
que les fourrages.

Introduire 3 g (en MS) de produit finement coupé, dans des sachets de nylon.
Préparer 6 séries de 24 sachets par matiere premiére. Trois séries seront mises a
incuber en I'état dans le rumen. Si il y a administration de PEG aux animaux : la
série sera préalablement trempée dans du PEG, puis introduite dans le rumen des
moutons qui recevront eux méme du PEG.
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Dispositif élevage:

15 jours avant le début de la pose des sachets, les animaux recevront une ration
composée d'herbe et de 500 g de luzerne / téte. Cette ration sera maintenue
pendant la période de I'expérimentation (7 semaines). La luzerne étant distribuée
en premier dés 6h30.

Les moutons seront conduits en deux temps :
* sans administration de PEG
e avec administration de PEG (25g/jour introduits dans le rumen en 2
temps).
NB : la deuxieme option est a envisager en fonction des résultats du screening
phytochimique.

Dans le rumen de chaque mouton, il sera mis a incuber (cinétique sur 96 heures)
simultanément 2 matieres premieres (la méme plante en frais et sec).

Le témoin Pangola 14 ne sera préparé que pour la durée 24h d'incubation a raison
de 3 sachets par animal, 1 sachet par jour.

6h30 : distribution de 400g de luzerne aux animaux.
7h30 : pose des sachets en introduisant le reste de luzerne (s'il y a lieu) dans le
rumen (200g max), puis distribution de |'herbe (fourrage < 5semaines).

Chaque matiere premiére est introduite a I'heure du repas herbe (7h30), le méme
jour sur 3 moutons selon le plan suivant (plan pour une matiére premiére):

Jour
Lundi Mardi Mercredi  Jeudi Vendredi  Samedi

Temps incubation O 1s 1s 1s

Temps incubation 3 1s s 1s

Temps incubation 6 1s s 1s

Temps incubation 12 1s s 1s

Temps incubation 24 1s s 1s

Temps incubation 48 3s
Temps incubation 72  3s

Temps incubation 96  3s

Le plan de retrait est le suivant :
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Jour
Lundi Mardi Mercredi  Jeudi Vendredi  Samedi

Temps incubation O 1s s 1s
Temps incubation 3 1s s 1s
Temps incubation 6 1s s 1s
Temps incubation 12 1s s 1s

Temps incubation 24 Is 1s 1s

Temps incubation 48 3s
Temps incubation 72 3s

Temps incubation 96 3s

En fonction des contraintes d'élevage et de laboratoire, I'état des animaux en fin
de semaines, les poses et retraits de sachets seront réalisés pendant 9 semaines
consécutives, 1 semaine sur 2.

4 Mesures

Ingérés :

Afin d'avoir une idée de la quantité de fourrages ingérés par les animaux, une
mesure unique de l'ingéré sera réalisée sur 3 jours consécutifs lors d'une semaine
de repos.

Analyses :

MS MO NDF ADF ADL MAT, produits secondaires (screening, polyphénols, TC,
saponines), tests /in vitro (d'extraits choisis selon screening), sur les matiéres
premieres. L'absence de tanins condensés exclut la matiere premiére des cinétiques
en présence de PEG.

Préparation des sachets. Lavage, séchage et pesée des sachets apres incubation (cf
procédure labo)

Ouverture des sachets et poolage des matiéres premiéres par mouton et par
temps. Si les quantités de résidus ne sont pas suffisantes pour les dosages, les
résidus du méme aliment passé dans les 3 moutons seront poolés par temps.
Analyses : MS MO NDF ADF ADL MAT, TC, saponines, polyphénols (selon
screening), sur résidus.
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5 Besoins

Laboratoire :
Tissus pour confection sachets
PEG 4000

Bassines, ciseaux, machine a coudre, feutres
Elevage :
Moutons canulés, Luzerne, Herbe

Agheaux, foin, sacs jersey, colle (déja en place avec protocole « production
d'ceufs »).

6 Opérations a |'UEPSA (élevage):

Voir Calendrier (cf Annexes)
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