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| ntroduction

a production de méthane (GQHpar les animaux est d’origine digestive, c'est le

résultat de la dégradation anaérobie de la biomasggtale ingérée par les

microorganismes présents dans les rumens. Towmniegux d’élevage produisent
donc du CH et du CQ. Cependant, les ruminants (bceufs, mouton et chéxaétent des
guantités plus grandes des gaz que les monogasrifies volailles). Le méthane ainsi
produit est rejeté dans I'atmosphere par voie (@586), au cours d’éructations régulieres et
par les poumons apres passage dans le sang, asetr par flatulences (5%) contrairement
a une affirmation courante.

Le méthane est un puissant gaz a effet de sewiecaptribue au réchauffement
climatique, il a un impact sur I'effet de serre eam 25 fois plus puissant que le €Qes
niveaux atmosphériqgues de méthane ont brutalemggmenté en 2006, passant de 25,4
millions de tonnes entre juin 2006 et octobre 28Q@us de 5,6 milliards de tonnes en 2008.
Outre l'aspect environnemental, le méthane éructéstdtue pour le ruminant une perte en
énergie sous forme gazeuse estimée a environ 6deOPénergie brute ingérée. La réduction
de la méthanogenése présente donc non seulemantrét environnemental pour I’'homme

et la planete, mais aussi un intérét nutritionmelrge ruminanfLindau, 1993).

Pour cela, diverses voies sont explorées dansutedé réduire la production de
méthane : additifs qui inhibent les micro-organisnmaéthanogenes et/ou modifient les
orientations métaboliques du rumen ; manipulatidnstechnologiques (sélection des

microorganismes du rumen ou vaccination contrenieso-organismes méthanogenes).

Peu de travaux ont été réalisés sur des moléaultessittiant fixatrices de I'k tels que
les composés azotés (nitrates et/ou nitrites). higates peuvent efficacement réduire la
production de Ckl par le microbiote ruminal. Parce que l'ajout dérate augmente la

production d'ammoniac dans le rumen et de la sgeth@écrobienne d'azote.

C’est dans ce contexte que nous avons entamgélééte la réduction du méthane des
ruminants parle changement de la voie métabolicactébenne. Ce procédé se base sur

I'utilisation des sels a base de nitrate (I'ur@etryptophane et le nitrate de potassium)

Pour cela, ce travail est composé de trois mamiéncipales et d’'une conclusion
générale. Le premier chapitre est I'étude biblipbrgue consacrée a I'étude des propriétés
générales du méthane et les techniques utilisés ngoluire le méthane des ruminants en

concentrant sur les techniques biologiques.
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Le deuxieme chapitre est une présentation desenspydes appareillages et les
meéthodes spécifiques utilisés lors de I'expérimtznra

Le dernier chapitre regroupe I'ensemble des ta@subbtenus avec différentes séries
d’expériences pour I'étude de la réduction, engatilt différents sels a base de nitrate comme

un substrat dans la culture bactérienne inoculééepas de rumen.

En dernier lieu, on rendra compte de facon syighétdes principaux résultats

obtenus, résumant les buts atteints et les pergpg@ atteindre par I'approfondissement de
cette étude.
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|. Le méthane
[. 1.Généralité

Le méthane est le corosant principal du gaz naturgleanClaude, 2011, il a été
découvert et isolé palessandro Volt entre 1776 et 1778,est aussi le principal constitue
du biogaz issu de la fermentation de matieres oques animales ou végétalesabsence
d'oxygene (Atreya, 2007) Sa molécule possede 1 atome de carbone t 4 atomes
d'hydrogéne (H), dorga formuli est CH (figure 01).

Figure 01. Structure de la molécule du méthane.
1.2. Propriétés physicoehimiques du méthane

Aux conditions normales de température et de pre, le méthanest un gaz incolore
et inodore. Plus léger que l'air, le méthane enemihon confiné s'échappe vers la he
atmosphere et n'a pas la tendance des gaz plasIque l'air (propane, butane) a former
nugyes explosifs. Le méthane est un combustible guipose jusqu'a ¢ % le gaz naturel. Sa
température d'autivdlammation dans l'aiest de 540°GICSCs, 2014).

Tableau I. Lespropriétés du métha.

Formule CH4
Densité 0,66 kg/m?
Masse molaire 16,04 g/mol
Point d'ébullition -164 °C
Point de fusion -182 °C
Solubilité Eau
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1.3. Les sources de méthane
Généralement, il y a trois grands types de souguepeuvent étre identifiés :

» Les sources anaérobies qui produisent dy &Habsence d'oxygene (70%). Elles
font appel a des processus bactériens, d'unei¢ar la dégradation de la matiére organique
et d'autre part faisant intervenir la réduction@m, ou la fermentation de l'acétate soit dans
les marais, les riziéres, les décharges ou datertac des ruminants.

» Les sources liées a la production d'énergies @xstdlles que le charbon, le pétrole
et le gaz naturel (20%). Les émissions provienms pertes pouvant intervenir lors de

I'exploitation, du transport et de la transformatie ces matieres

Les sources liees a la combustion incompléte dmdmsse et de matiere organiques
fossiles par la raison de I'existence des micrausgaes peuvent soit dégrader duCsbit en
consommer et le transformer en JQ@ean-Claude, 2011).

Tableau II. Sources anthropogenes du méthane atmosphériquaqidiés/anBoussaada,
2011).

Sources Estimation(tonnes/an)
Mines de charbon, gaz naturel, industries pétmliér 100
Riziéres 60
Elevage 80
Déchets d'élevage 25
Epuration des eaux usées 25
Remplissage de terres 30
Combustion de biomasse 40
Total 360

|.4. Le méthane et I'effet de serre

La température annuelle moyenne de la terre esbte. En absence de gaz a effet de
serre dans son atmosphere, la terre serait en8#4t@ plus froide. A cette température, I'eau
n'existerait pas sous sa forme liquide. L'effet slerre est donc un phénomene naturel
essentiel au maintien de la biosph@echette, 2003)Cet effet est di a I'accumulation dans
'atmosphére de gaz qui absorbent le rayonnemdrdarauge (IR), issu de I'émission de

rayons de grandes longueurs d’onde par la surépestrg Demeyeret al.,2000).
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Le méthane est un gaz a effet de serre qui infludesclimat. Il absorbe une partie du
rayonnement infrarouge émis par la terre, et I'epé&insi de s'échapper vers I'espace. Ce

phénoméne contribue au réchauffement de la (@esn-Claude, 2011).

Le méthane, un des principaux gaz a effet de sestemajoritairement produit et
consomme par l'activité métabolique de microorgasss affiliés aux domaines déschaea

et desBacteria.

Depuis le début de I'ére industrielle, la concdiunaatmosphérique des GES a
augmenté a cause des activités humaines. La telne@Q, atmosphérique a augmenté de
30% (IPCC, 2001) Cette augmentation est principalement due a mabcgtion d'énergies
fossiles et aux changements d'usage des solsnearten méthane a augmenté de 150% du

fait de l'intensification de I'élevage des rumisafiermentation entérique).
Il. La physiologie ruminale
[I.1. Anatomie du rumen

L’estomac des ruminants occupe les 4/5 de la cabtominale, en dehors de la
gestation. Il présente un proventricule énormeisdien trois compartiments : le rumen, le
réticulum et 'omasum, et une portion réellemenptjugpie, équivalente a I'estomac des

monogastriques : 'abomasui@auret, 1988).

La paroi du rumen est formée d'une tunique museutpii constitue I'essentiel de sa

masse. Ce sont les contractions de ces musclessuient le brassage continu des aliments.

Le rumen est tapissé d'une muqueuse assurantrpdibsodes nutriments solubles
(Gouet et al, 1985) Les différentes poches du rumen communiquentupabourrelet de

deux saillies qui est la goutte oesophagigi@muet, 1975)

Le rumen, encore appelé panse, est de loin le phlsmineux des réservoirs
gastriques des ruminants. Il contient autour delité&® chez un bovin adulte, pour un poids
vide proche de 7 kilogramméBarone, 1997).
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[1.2. Conditions physicochimiques du milieu ruminal

Le développement des microorganismes du rumen iesttement dépendant des

conditions physicochimiques du milieu.
[1.2.1. L’anaérobiose

Le milieu ruminal est caractérisé par des conditidianaérobiose vraie. Les apports
d’oxygéne sont faibles (déglutition, diffusion arfprades vaisseaux des parois). Des souches
de bactéries aérobies facultatives le font dispataPar exemple, bien qu’étant généralement
strictement anaérobie, certaines souchesSelenomonas ruminantiusont connues pour
tolérer une exposition a de faibles quantités djy@xne(Brugere, 2005).Stewart et Bryant
rapportent queSamah & Wimpenny ont démontré la présence d’'une NADH-oxydase

soluble, supposée réduire I'oxygéne en eau ou,€n (Stewart et al, 1988).

Le superoxyde produit dans cette réaction seraitl@ suite métabolisé par une
superoxyde dismutase, de sorte que i@ représente pas 1% des gaz du sac dorsal. La
teneur en C@est toujours élevee (60% de la poche des gazgsceh CHde 27%, 7% en
Ny, et 0.2% en bki(Tiret, 2001). La majeure partie est éliminée par éructation. pkxtie est

incorporée dans divers métabolismes bactériens.
11.2.2. Le pH

Le pH a un rble prédominant dans la sélection desomrganismes du rumen et dans
I'orientation des fermentations. La valeur du pHrdmen est normalement comprise entre
5,5 et 7,3Brugere, 1983).Mais une fermentation rapide peut baisser le phbins de 5, ce
qui est favorable a la croissance des micro-orgassqui produisent essentiellement le
propionate et le lactateS¢ltner, 1994).Cette marge est cependant un peu large. Le pH
normal ne correspond pas a la neutralité au seysiqohchimique (7,0). Dans le rumen en
fonctionnement, il apparait des acides gras vel@iGV), et il est normal que la réaction soit
légerement acide (par exemple de 6 a 6,8). Autewres valeurs, le pH peut varier sans gu'il
y ait parallelement de troubles, mais cela n'est paur autant la normalité. Les causes de
variations les plus fréquentes du pH sont les dlatbns alimentaires. Le pH baisse dans la

période postprandiale et s’éleve pendant le jelne.

Compte tenu des quantités de ces éléments et\ddelar du pH, le pouvoir tampon
est assuré essentiellement par les bicarbonates-c€asont apportés par la salive (un bovin
adulte sécrete chaque jour environ 100 litres dieesache en bicarbonates, a pH = 8). Le

pouvoir tampon n’est pas une constante ; il dé@erdrgrande partie de I'alimentation (qui
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stimule plus ou moins la production salivaire). gaivoir tampon est maximal dans la zone
de pH <6, ce qui indique que le contenu ruminap&st apte a maintenir sa constance dans la

zone de légeére acidité ou il se trouve dans leditions habituellegHungate, 1966)
11.2.3. La température

La température ruminale est supérieure d’au moinsdagré par rapport a la

température centrale, c'est-a-dire comprise e®)&° G et 40°C.

Elle peut atteindre 41°C lorsque les fermentatiem® trés intenses mais aussi chuter
de plusieurs degrés aprés ingestion de grandesitggatieau froide : de 5 a 10°C pour une a
deux heureg¢Jondeyet al, 1989).

[1.2.4. Potentiel d'oxydo-réduction

Le rumen constitue un écosysteme fortement anagrolion potentiel
d'oxydoréduction moyen est de -350 mv. La zonehwate I'épithélium est trés vascularisée,
il s'y fixe une population microbienne facultativemt aérobie qui contribue a I'élimination
des traces d'oxygene ce qui permet de mainteoasi&téme en anaérobiq§zapelet et al,
1974)

[1.2.5. La pression osmotique

De l'ordre de grandeur de celle du sang, la pressgmotique varie dans une plus

grande gamme de 200 a 400 mosm/I.

Elle est identique a celle du sang dans les camditinormales d'alimentation
(Hungate 1966) Aprés absorption d'eau, la pression osmotiquéndien mais étant donné la
perméabilité de la paroi du rumen, elle atteirguibre au bout de dix heures. La pression
osmotique de la salive est plus faible que cellsahg, son arrivée continue dans le rumen,

affecte peu la pression du milieu.
[1.3. Les microorganismes ruminales

La micro population du rumen se caractérise par eedréme diversité car I'on y
trouve un important nombre de bactéries, de pretiogs, de champignons, et de

bactériophages.
11.3.1. Les bactéries

La flore ruminale se caractérise par son extrémersité, le nombre d'especes
bactériennes colonisant le rumen étant importanprésentant des activités enzymatiques

variées. Le rumen d'un adulte contient envirof? t@llules bactériennes /ml, les bactéries
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seules représentent environ 50% de la biomasseoligcme. Elle est composée

essentiellement de bactéries anaérobies strictespuruléegTableau Ill) ..

La colonisation du tractus digestif des ruminards lps bactéries est rapide. Dés le
premier jour, les premiéres bactéries s'instatidtgcherichia coliet desStreptocoqueslors
que les bactéries cellulolytiques apparaissentdtjgur chez 75% des jeunes des ruminants
(Fonty et al, 1988).Celles-ci peuvent étre regroupées selon le typsublstrat rassemblant
attaqué dans le rumen. Les substrats fermentélepaspeces bactériennes ruminales étant
multiples, celles-ci peuvent donc étre retrouvéessd différentes niches écologiques

(dégradation de la cellulose, de I'amidon, de pmet ...etc.).
11.3.1.1. Les bactéries cellulolytique

C'est le groupe des bactéries le plus importards lprincipales bactéries
cellulolytiques isolées du rumen sontRuminococcus albusRuminococcudlavefaciens
Bactéroides succinogénes, Fibrobacter succinogé@es souches ruminales sont capables

d'hydrolyser complétement la cellulose cristallieie que le cotoifFonty et al, 1995)
[1.3.1.2. Les bactéries amylolytiques

Les especes représentatives de ce groupe sd@elenomonas ruminautiuret
Streptococcus bawj la plupart des bactéries hydrolysant I'amidon incapable d'utiliser la
cellulose. S. bovisproduit de l'acétateet de I'éthanol, quand sa croissance est normale.
Bactériodes annylophiluse fermente que I'amidon, les dextrines et le maliBoussaada,
2011).

[1.3.1.3. Les bactéries libres

Le 1/3 des bactéries se trouvent a I'état libres datiquide ruminale, elles utilisent les
substances libérées dans le milieu ruminal en selagpant vers les régions de forte

concentration en substrats préférentfBachedi, 2005)
I1.3. 1.4. Les bactéries adhérentes

Elles adhérent soient aux particules alimentai®4), soient a la paroi ruminale
(Boussaada, 2011)
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Tableau Ill. Caractéristiques de quelques bactéries du ryDawsonet al, 1988).

Espéce Gram Morpho %G+C Produits: majeurs et Type
mineurs
Prevatella ruminicata - Batonnet 49-50 Acétate, succinate Hémicellulose,
(Formate, propionate, protéines
isobutyrate, butyrate,
isovolérate, lactate)
Ruminobacter - Batonnet 40-42 Formate, acétate, Amidon
amylophilus succinate (lactate)
Fibrobacter - Batonnet  47-49 Acétate, succinate Cellulose
succinogenes (formate, propionate,
isovolérate)
Setenomonas - Croissant 54 Lactate, propionate,  Protéines
ruminantuim aceétate, i Co, sucres
Butyrivibrio - Batonnet  36-41 Formate, butyrate, Répandue
Fibrisolvens courbé acétate, i Co, cellulolytique
(Lactate, succinate)
Anaurovibrio lipolytica - Batonnet Propionate, succinate, Lipides
acétate K Co2
(lactate)
Vibrio (wolinella) - Vibrion 47 Succinate H Co, Baisse H
sucinogenes
Succinivibrio - Vibrion Acétate, succinate Dextrines
dextinosolvens (Formate, lactate)
Treponema bryantii - Hélice 35-37 Formate, acétate, Sucres
succinate
Veillanella parvula - Coque 38-41 Acétate, propionate, Lactate
H, (Lactate)
Sucinomonas - Coque ou Succinate (acétate, Amidon
amylolytica batonnet propionate)
Ruminococcus albus + Coque 42-46 Acétate, éthanol,,Co Cellulose
(formate, lactate)
Ruminococcus o Coque 39-44  Acétate, succinate,H Cellulose
flavfaciens (formate, lactate)
Streptococcus bovis + coque 37-39 Lactate, ¢@ormate, Amidon
acétate, éthanol)
Lachnospira o Baton Formate, acétate, Pectine
multiparus lactate, H
(succinate, éthanol)
Eubacterium + Béatonnet Formate, butyrate, Xylanes,
ruminantium lactate, Ce¢ sucres
(succinate, éthanol)
Lactobacillus ruminis + Batonnet  44-47 Lactate Sucres
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11.3.1.5. Autres bactéries
» Bactéries pectinolytiques

Leurs principales espéces sdwdchnospira multiparaPervotella ruminicola, Butyrivibrio
fibrisolvens, Streptococcus bows quelques souche &pirochetesmaisseulement quelque
unes d'entre elles ont été isolées a partir deemiiélectif contenant da pectine purifiée
comme seul substrat énergétidy@akoub, 2006)

» Bactéries protéolytiques

Plusieurs espeéces telles quesgaphaera elsedinibeuvent croitre a partir des acides aminés

en absence de glucides comme source d'én@hgitace, 1996)
[1.3.2. Les protozoaires

Les protozoaires sont des organismes eucaryotedagels. On distingue 02 types
dans le rumen : les flagellés et les ciliés. Ld@zireprésentent prés de la moitié de la
biomasse microbienne et leur concentration variée 16 cellules /ml, elle est distribuée

entre les particules solides et la phase liquide.

La majorité des protozoaires retrouvés dans le numappartiennent a
'embranchement des ciliés, et représentés par deuxpes, tous les deux de la sous-classe
desTrichostomatiae Les «holotriches» appartiennent a I'ordre dégestibuliferida et les
« Entodiniomorphes a I'ordre de€ntodiniomorphidessous ordre deSntodiniomorphines

et famille deOphryoscolecidiae

Au sein desEntodiniomorphidéson retrouve un nombre important de genres : les
genresEntodinium (un genre difficile a classifier sur la base despiact morphologique,
Eodinium (dont l'espece type eskEodinium lobaturyy Diplodinium, Eremoplastron,
Eudiplodinium, Ostracodinium, Polyplastron, Diploplastron, Metadim, Epidinium,
EnoploplastronOphryoscolex, Epiplastron, Elytroplastrgwilliams, 2001).

Concernant les Holotriches, les genres rencon@és té rumen sont majoritairement
Isotricha et Dasytrichg ainsi que, en moindre nombre, les genKeBgoisotricha,

Microcoetus, Buetschliidae, Parabundleia, Polymailtdy Blepharoconus et Paraisotricidae.

Le type de la ration alimentaire conditionne forémles populations des protozoaires
(Jouany et al, 1998).Et sont tres sensibles a la non nutrition et peudesparaitre en 2 a 3

jours de diete.
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Les Entodiniomorphesligerent les parois cellulaires et les chlorogiasties enzymes
cellulolytiques étant retrouvées chez tous les gaadires de cet ordre .Néanmoins, la
présence de cellulases d'origine bactériennes mmepepas d'apporter la prévue sans
ambiguité d'une origine ciliée plutét que bactérelTaniguishi et al, 1979 .Les plus gros
protozoaires peuvent également dégrader I'hnémiosuD'autre part, les protozoaires jouent
un role important dans I'hydrolyse de I'amidon mgerant les granules d'amidon et les sucres

solubles en diminuant de ce fait I'accessibilit&ee substrats aux bactéries amylolytiques.

L'ingestion a lieu par phagocytose dans la zoneadinon ciliée, la digestion

s’effectuant dans les vacuoles ou vésicules quaiésivent.
11.3.3. Les champignons

Les champignons du rumen n'ont été découverts guvément Qrskou et al,
1990. La population fongique est estimée & &0 16 cellules /ml soit environ 10 % de la
biomasse microbiennd-¢nty et al, 1991 (Tableau 1V). Les zoospores s'attachent sur les

particules des plantes déja abimées.

L'activité protéolytique est assurée par MeEtallosporesils hydrolysent I'extensine
des parois. lls contiennent beaucoup d'acides amidént le contenu en adénine et en
thymine est important, et a ce titre, les protéides champignons sont tres digestibles
(Stewart et al, 1997)

Les champignons produisent une importante quatité, et sont donc associés, dans
les réactions meétaboliques, aux bactéries méthaesgébactéries consommatrices de
dihydrogénes. Les bactéries cellulolytiques dimitiud'activité des champignons,
I'élimination des champignons diminue la digest®ilet augmente la proportion de
propionatgTiret, 2001).

Les champignons apparaissent 8 a 10 jours apraai$sance chez I'agneau, donc
avant l'ingestion de nourriture solide. lls dispasant chez 80% des agneaux nourris par des
aliments concentrés, mais se stabilisent si laritotg est peu hydratée. Chez I'adulte, le

nombre augmente si I'alimentation est riche erebr

Les champignons ne sont pas indispensables, paiigisnts, et prennent toute leur

importance avec les fourrages de mauvaise qualité.

lIs colonisent les tissus lignifiés qui restent slda rumen, diminuent la taille des
particules, cassent les structures, et dégradentisks mémes tres lignifiés. Les enzymes

nécessaires sont extra-cellulaires.
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Tableau IV. Principales especes de champignons anaérobies idalé@ube digestif des
ruminants(Stewart et al,, 1997)

Type de thalle Nombre des Genre/ Espéce Origine
flagelles
Monocentrique avec >4 Neocallimastix frantalis Rumen
rhizoides Neocallimastixpatriciarum Rumen
filamenteux

~

Neocallimatix harleyensis

. ' Rumen, caecum de
Piromyces communis cheval.

Piromyces mae { Caecum d'éléphant

. . Feces dane....
Piromyces dumbonica
Piromyces rhizinflata
Monocentrique avec >4 Caecomyces communisRumen, caecum de
rhizoid bulbeux Caecomyces equi cheval
Polycentrique >4 Orpinomyces joyonii  Rumen

Orpinomyces bovis

>4
Anaeromycesicronatus
Ruminomyceslegaris Rumen

11.3.4. Les méthanogénes

Ce sont essentiellementethanobactérium ruminantiumet M. mobile Elles
produisent du méthane ce qui permet d'élimineides H en excés. D'ou le role d'exutoire
aux éléments réducteurs” tn milieu anaérobie. En orientant la fermentatia@rsvia
production d'acétate, elles potentialisent |'atd#ivies bactéries cellulosiques et la croissance
fongique mais cette production de £konstitue une perte d'énergie pour les ruminants
(Chevallier, 2001)

La meéthanogenése biologique est le résultat desoarganismes strictement
anaeérobies et trés primitifs ; ldgchaeaqui se distinguent des bactéries par une génétique
tres différente. Il s'agit des bactéries anaérolsigites, représentant environ 4% des
microorganismes des ruminarftableau V) (Yanagitaet al, 2000)et peuvent étre aisément
distinguées des autres organismes car ils produiteeis du méthane comme principale

produit de fermentation.

La présence dans la paroi cellulaire de glycériatéraue au lieu de glycéride sous
forme d'esters. La présence d'une chaine d'enzgne® cofacteur unique, assurant la
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méthanogenese comme dépot final d’hydrogene gdibéug dans des consortia de réducteur

de proton.

Tableau V. Méthanogénes isolés de rum@tanagita et al, 2000)

Microorganismes La source d’énergie
Methanobrevibacter ruminantium H./formate

Methanobrevibacter sp. H./formate

Methanosarcina barkeri H./methanol méthylamines/acétate
Methanosarcina mazei H./methanol méthylamines/acétate
Methanobacterium formicicum H./formate

Methanomicrobium mobile Ho/formate

11.3.4.1.Différentes origines de la méthanogenese

La production du méthane dans le rumen a un efiietes produits terminaux de la
fermentation, ainsi que sur le rendement en ATPleSiméthanogénes sont présents, les
nucléotides réduites peuvent étre ré-oxydés pairtiyénase, plutdt que par un alcool ou une
lactate-déshydrogénase.

Les substrats des différentes especes sont l'acé&améthanol, I'hydrogene/GQe
formiate, les méthylenes. On trouve ces organistdaes deux systémes avec des taux de
renouvellement tres différents : le tube digedtiee marais qui ont des temps de rétention de
guelques jours et au moins de quelques semainesctegement. Les systemes avec rétention
longue permettant la transformation compléte ddsstamces en COet en CH avec

transformation d'intermédiaires qui s'accumulemisdas fermentations du tube digestif.

La stcechiométrie générale des fermentations @snddux systémes est illustrée dans
la figure 03.

* Incompléte (tube digestif)

57.5 GH1,05 — 65 CH; COOH + 20 CHCH, COOH + 15 CH (H,) 2COOH + 35CH+60CO+25H,0

» Complete (marais, riziéres, épuration anaérobique)

57.5 GH1,06 — 175.5 CH+ 175.5 CQ
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Figure 03.Schéma de la chaine trophique de la méthanogehsss différentes étay

La méthanogenese implique la consommation d'hyde@e la réduction par palie
du dioxyde de carbone. Un certain nombre de substpgut étre utilisé pour
méthanogenese (acétate, formate, alcools de patieissus de la dégradation des pec),
mais le dioxyde de carbone et I'hydrogéne sontméars les principaux substrats impliqu
Ainsi, la majorité du dihydrogene provenant de Egradation des glucides termine
méthangBoussaada, 2011).

lll. Les microorganismes producteurs du méthan

La complexité anatomique des réservoirs gastrigiessruminants est associée gprésence

d’une flore et faune microbienndenses qui vivent en symbiose avec I'animal |

La mise en place et le maintien de cette population miembé sont dus aux
conditions physicahimique: propices a la croissance anaérohiggis également a
présence d’une séparatiphysiqut ente la zone de sécrétion acide (aboma et le reste des
pré-estomacs ola digestion microbiere du tube digestif miclmenne pet avoir lieu en

permanencéPapovaet al, 2011.

La population microbienne du tube digestif des nants est trés diverse et var
comptant debactériesdes protozoaires, des champignons etArchaea

[11.1. Le domaine Archea

Les Archaeaont été longtemps considérés commebactérieextrémophile (Liu &

Whitman 2008). Le travail deWoeseet al., 1990 a permis de poser les be de la
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phylogénie moderne et a montré que Archaeasont aussi difféerents ddactériegFigure

04).

Crenarchaeota

Archaea

Euryarchaeota

Eucarya

Figure 04. Arbre phylogénétique des trois domaines du monde v

Les Archaeasont tres divers, tant dans leur morphologie que dans leur phygie.
Elles peut étres sphériquesn form« de tiges, en spirales, platesiad@gulieremer formées,
elles peuvent étre exister comme des cellules is, en agrégats ou former des filam;,
elles se multiplient par fission binaire, bourgeonnementaginentatior ou d’autres

mécanismegBalch et al.,197¢ ; Garcia et al.,2000).

Les Archaea peuvent étre aérobies, facultativement anaes, ou strictemer
anaérobieselles s’étendent de chimicautotrophes a organotroph@Sarcia et al, 2000).
Certains sont meésophilesandis que d’autres sorhyper thermophile et peuvent se

développer a des températures dépassant les 1
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Animals Fungi Gram-positives
Slime moulds \ | Chlamydiae
Plants Green nonsulfur bacteria
Algae Actinobacteria
A\ Planctomycetes
Protozoa \\__ Spirochaetes
ll— Fusobacteria
Crenarchaeota —\, |
Nanoarchaeota =~ j~ Cyanobacteria
(blue-green algae)
Euryarchaeota Thermophilic
sulfate-reducers
Acidobacteria
Proteobacteria

Figure 05. Arbre phylogénétique diArchaeaméthanogenegCiccarelli et al.,2006)

(LesArchaeasont ervert, lesBacteriasont en bleu et Idsucaryaen roug)

Les Archaeapeuvent étre a Gram positif ou nég la paroi de beaucoupArchaeaa
Gram positif est constituée d'une seule couhomogengealors que chez lebactéries une

couche de peptidoglycanes est séparéee par I'epériplasmiqueale la membrane plasmiq

Chez les Archaea a Gram négatif, la membrane externe et le comy

peptidoglycane, caractéristique bactériesa Gram négatif ne sont pas prése¢(Garcia et
al., 2000)

L’ADN des Archaeaest organisé en un seul chromosome circulaire cooirae les
Bacteria, mais comporte degénes en mosaique similaires a ceux El@saryz. Tres peu de
plasmides sont retrouvés chez Archaea Les ARN messagers (ARNm) ressemblent
ARN desBacteria ;ils peuvent étre polygéniques et ne sont pas aéaran intron/exon. Le

ARN polymérase deg#rcheas, par contre, sont beaucoup plus complexes queARN-
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polymérase de8acteria, et étonnamment proches de celles Hasarya (Baptesteet al.,
2005).

Phylogénétiquement, lesArchaea sont classées en 3 phylaCrenarcheota
EuryarcheotaNanoarcheotgFigure 05).

Les Archaeaoccupent différentes localisations dans le run@&m.les trouve dans la
phase du contenu digestif mais beaucoup sont fiséesles protozoaires ciliés, sur les

particules alimentaires, ainsi que sur I'épithélimminal(Tokua et al, 1999).
l1l.2. Le groupe desArcheaméthanogenes

Il s’agit d'archaebactéries anaérobigsictes, représentant environ 4% des
microorganismes du rumgDemeyeret al, 2000) Des études basées sur la culture ou sur
'analyse moléculaire, ont montré que Feshaeaméthanogenes du rumen appartiennent a la
famille des Methanobacteriacea€Tokua et al, 1999) il s’agit fréquemment d’espéces
appartenant au genhethanobrevibacterD’autresArchaeaméthanogénes appartenant a la
famille desMethanomicrobiaceaent été isolées chez des bovins et des ovins. $ap des
Archaeaméthanogenes de la familldethanosarcinaceaent été trouvées chez les caprins et

les ovins.

Les organismes a métabolisme méthanogene sont des-organismes qui
produisent du méthane comme sous-produit métatelilgula vie en conditions anoxiques.
Certaines espéeces peuvent néanmoins survivre gaircéemps en présence de dioxygene
(Kim et al, 2011).

l11.3. Le génome méthanogene

Les séquencages du génome entier fautilitkecompréhension de la physiologie des
méthanogenes. Aujourd’hui les génomes de 18 espmdégées ont été séquences ; les
espéeces du genMethanosarcingosseédent le plus grand génome sans doute a causerd
métabolisme assez versatilee génome d’'une espéce non cultivée du groupe RGté
reconstruit et a révelé des génes rares chez l#mnugenes, qui codent pour des enzymes
impliquées dans la détoxication de I'oxygene, ldabélisme des hydrates de carbone et la
sulfato-réduction. Les analyses phylogénomiques g en évidence 31 protéines
exclusivement présentes chez pratiquement tousnéthanogenesCes résultats suggerent
fortement que leg\rchaeaméthanogenes forment un groupe monophylétiquduanxcles
autresArchaea(Gao & Gupta, 2007).
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Les enzymes impliquées dans la métharesgensont codées par des genes
exclusivement présents chez laghaeaméthanogeneseuls les méthanogenes possedent la

guasi-totalité des protéines impliquées dans lth&ge des coenzymes.

Chez les procaryotes en général, les protéinesigngss dans la synthese des
coenzymes sont plus largement distribuées que scettmlisant la méthanogenése
(duplication/pertes et/ou transferts mais pas eméthanogenesgBaptesteet al, 2005).
Certaines especes possedent méme plusieurs enggtaBsant une seule étape de cette voie
métaboligue ; ces coenzymes sont conservées as deutévolution probablement car elles

conférent un avantage métabolique aux méthanodBeewveet al.,1997).
l1l.4. Population méthanogéne du rumen

LesArchaeaméthanogénes du rumen sont des anaérobies s&iassentiellement des
hydrogénotrophes, bien que certaines espéces peoseasionnellement utiliser le formate
ou les méthylamines. Lesrchaeaméthanogénes constituent une petite partie dotadsse
microbienne du rumen. Parmi toutes les séquen@&@s €t 18S) retrouvées dans le rumen,
entre 0.3 % et 3.3 % appartenaient au domainédddsea(Lin et al, 1997 ; Sharpetal.,
1998). En parallele,Yanagita et al, 2000 ont rapporté que seuls 2.8 % a 4 % des

microorganismes du rumen ont émis la fluorescepéeifique du cofacteur.

La population méthanogene colonise laem tres tét aprés la naissance, bien avant
gue le jeune ruminant ne commence a se nourriregétaux. Des méthanogenes cultivables
ont été isolées du contenu ruminal d’agneaux agé&0cheuregMorvan et al, 1994),ou de
2 jours (Fonty et al., 1987).En utilisant des outils moléculair&killman et al, 2004 ont
montré que la population méthanogéne commencensatalier des le premier jour aprées la

naissance.

La population méthanogéne du rumen astotérisée par une faible diversité, en plus
de la faible densité. Au niveau moléculaire, I'ysal des séquences du gersedesArchaea
provenant de 14 étudd€sur des ovins et bovins a différents stade phggigles, recevant
différentes ration) a réparti 92.3 % des méthanegétans trois genréddéthanobrevibacter
(61.6 % des séquencefumen Cluster §15.8 % des séquences)Methanomicrobium
(14.9 % des séquencddpnnssen & Kirs, 2008).
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l11.5. Les facteurs influencant la méthanogenes dasle rumen

Plusieurs facteurs peuvent influencerrzdpction du méthane dans le rumen, Certains

sont liés a la ration (type, quantité), d'autres $és a I'animal.
[11.5.1. Influence de la ration
 Influence de la digestibilité du régime

A partir des résultats de 20 études sur moutomeeifs adultes recevant 55 régimes
sur 615 périodes de mesure en chambres respisatBlexter & Clapperton ont montré que
les pertes d'énergie sous forme de méthane augmeiec la digestibilité du régime : pour
une augmentation de 10 points de la digestibiligé I'dnergie, l'accroissement est a la
moyenne de 0,47 points dans le cas de fourraggs keinde 0,74 points dans le cas de régime
mixte. Cet accroissement résulte d'une augmentat@snfermentations dans les réservoirs
digestifs mais il dépend aussi des caractéristighgsiques et de la composition chimiques

des régimeg¢Blaxter & Clapperton, 1965).
* Influence du pH

Une fermentation accélérée diminue le pH du ruraga¢ effet négatif sur la méthanogenése
et les protozoaires.

» Influence de niveau alimentaire (ingestion)

Une augmentation des quantités d'aliments ingéediiine une accélération du transit
digestif, donc une réduction de la digestion mi@onbe des parois végeétales dans les
réservoirs digestifs. Ce phénomene s'accompagmee diiminution de la production de
méthane. Pour les rations mixtes, le phénoménd'agiant plus important que le régime est
riche en produits amylacés et en fourrage lignifié

* Influence de type de substrat (ration de base deahimal)

Moins de méthane est formé a partir de protéina pattir des glucides. Une infusion des
glucides facilement fermentescibles dans le rumaninde le méthane en faveur du
propionate. Ce changement est sans doute di atessevde fermentation accélérée, associée

a une population microbienne modifiée.

Un régime a base de mélasse ou d'amaworditionné pour une ingestion limitée des
glucides facilement fermentescibles, résultera dangaux de protozoaires plus élevé une
production plus élevé de butyrate qui s'accompaggreeralement d'une diminution de la

production de méthane. L'addition ou la substitutimartielle d'aliment concentré a un
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fourrage peut modifier les conditions fermentaidsss le rumen. En particulier, lorsque
l'aliment estriche en produits amylacés, il peut orienter lareflonicrobienne vers les
fermentations amylolytiques au détriment des fetat@ns cellulolytiques. Ce phénomene
entraine alors une diminution de la digestibilies gharois et des pertes d'énergmus forme
de méthanéBicaba, 1991)Tableau VI).

Tableau VI : Influence de différents régimes sur le profihfentaire (mol/kg MOF) obtenus

a partir du contenu de rumen des moui@isaba, 1991).

Régimes Méthane Acétate propionate Butyrate
Foin+Concentré 1.54 5.32 3.70 1.11
Paille+mais+ 2.83 7.26 1.58 0.81

tourteaux de soja
Paille+mais +urée 2.32 6.28 2.56 1.16

Paille+mais 2.85 7.32 1.66 0.76

» Influence de la vitesse de fermentation
Une vitesse plus élevée diminue la proportion déharée produit en faveur de la proportion

de propionate.
[11.5.2. Influence de I'animal

Il a été montré que la méthanogenése présentatadiesions significatives, lorsque le
contenu du rumen est prélevé avant le repas, susiepks moutons alimentés avec
une méme ration a base de foin. Ces différentslpidint, sans doute, liés a des populations
microbiennes ruminales différentes, dont la napmerrait étre déterminée par la cinétique de
salivation et donc de vidange du rum@mne et al, 1992).La méthanogenese varie entre
2,10 et 3,45 moles de méthane / kg de matiere mygarfiermentée avec le contenu du rumen
obtenu avant le repas de trois moutons alimentda deéme ration limitée a base de foin
(Demeyer, 1991).

* Influence du taux de protozoaires dans le rumen

L'activité des protozoaires est un parameétre naleseent déterminé par la nature et le niveau

de l'alimentation mais aussi par le contrdle anidela cinétique et le volume du contenu de
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rumen. La présence de protozoaires dans le runteasssciée a des taumportants de

meéthanogenese.

« Variabilité intra et inter-individuelle

Les mesures effectuées dans la chambre respirgeimgant 4 a 5 jours consécutifs sur 36
moutons de races différentes recevant la méme itgudtaliment par kg de poids métabolique
montrent que les coefficients de variation intrairger-individuelle de la production de

meéthane sont de 5,0 et 7,5 respectivement etrgy'é pas de différence significative entre

les 6 raceg¢Blaxter & Clapperton, 1965).
IV. La réduction des émissions du méthane chez lesminants

Toute orientation fermentaire qui augmentera isdtion de I’hydrogéne métabolique
ou qui en diminuera la production sera utile paduire la méthanogenese. Cette évolution
pourra étre obtenue en agissant de maniere spéxifpqr le contréle de la population
microbienne a l'aide d’additifs ou de maniére pliebale au niveau de la ration et de

'animal.
IV.1. L'utilisation des antibiotiques

Les antibiotiques (monensine, lasalocide, salinang/cavoparcine) ont une action
inhibitrice significative sur les bactéries a Grpositif (Stewart et al., 1988) qui produisent
des quantités importantes d’hydrogéne. La séleatimrobienne qui en résulte favorise la
formation du propionate et diminue celle du méth@ugaertet al, 1989) L'effet inhibiteur
des antibiotiques sur la méthanogenese se mairtaituellement pendant plusieurs mois
(Jouanyet al, 1997).

La mise en évidence d’une résistance a la vancamayaintibiotique utilisé en milieu
hospitalier pour lutter contre des pathogénes teggs aux antibiotiques traditionnels, a été
attribuée a l'utilisation abusive de l'avoparcinemone facteur de croissance en production
animale. Ce constat a conduit les autorités sapstale 'Europe a interdire la totalité des
antibiotiques comme additif alimentaire a partir tler janvier 2006, ce qui condamne
définitivement I'utilisation de ces produits ennadéintation animale.

IV.2. Manipulations biotechnologiques de I'écosystae microbien ruminal
IV.2.1. L’élimination des protozoaires du rumen

L’élimination des protozoaires du rumen permet &la de diminuer la production

d’hydrogene et de supprimer la fractiotthaeaméthanogénes fixée a la surface et dans les
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cellules des protozoaires ciliés, ce qui explicudaisse de la méthanogenese de 30 a 45%
généralement observée apres défaunation du rguesmorel & Jouny, 1989) Cependant,
des études récentes conduites a I'INRA ont montré keffet de la défaunation sur la
production de méthane disparait aprés une longaedeé(environ 12 mois seldRanilia et

al., 2004) En outre, la défaunation améliore la digestion’aeote mais diminue celle des

parois végétales.

Sur un plan pratique, la défaunation peut étre mlea I'aide d’agents chimiques
doués de pouvoir tensio-actif puisséfitgyle & Forster, 1988), d’extraits de plantes riches
en saponines, ou de certains acides (batyme et al., 2001) Il est vraisemblable que les
agents chimiques ou les saponines utilisées pdaundér ne seront pas autorisés compte tenu
de leur toxicité potentielle a I'égard des animatixle leur possible transfert dans les produits
animaux destinés a la consommation humaine. Rau) ces produits devront étre traités a
'avenir comme des additifs alimentaires avec teués contraintes réglementaires que cela

impose si une allégation est revendiquée concefears propriétés biologiques.
IV.2.2. Les agents biologiques

L’effet des probiotiques sur la production de mathast difficile a apprécier car les
résultats bibliographiques sont variables. Certairteurs ont mis en évidence une diminution
de la méthanogenése chez les animaux traité&gpeargillus oryza¢Frumhoiz et al., 1989)
ou Saccharomyces cerevisi@@lutsvagwa et al., 1992); d’autres n'ont pas observé d’effet
(Mathieu et al., 1996) ou ont noté une augmentation de la production dghame
(Takahshiet et al., 1997) Il faut cependant préciser que peu d'études titeétreprises

jusque la sur les probiotiques avec I'objectif éide réduire la méthanogeneéese.

L’ajout de bactéries acétogenes dans le rumen &ilawoie d’acétogenese réductrice
a la condition stricte que les bactéries méthanegerient été préalablement inhibées par
I'ajout de BES(Nollet et al.,1997)

Une compétition existe entre les bactéries méthamesy et acétogenes pour

I'utilisation de I'hydrogene dans le rumen et ledthanogenes sont toujours dominantes.

La faible affinité des acétogenes pour I'hydrogeésre comparaison de celle des
méthanogenes d'une part, et leur caractére hérar qui les incite a utiliser d’autres
sources de carbone que le C@autre part, sont a I'origine de la faible cobtriion des
acétogenes a la fixation de I'hydrogene rumidablin (1999) a proposé différents moyens

susceptibles de stimuler I'activité des acétogéanesconcurrencerait significativement celle
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des méthanogenes mais l'auteur considere qu’ipesnhaturé d’envisager une telle solution

sur le plan pratique.

Une technique de vaccination de ruminants congeriéthanogénes a été développée
en Australie au cours des 5 derniéres annéesaflégmis de réduire de 8% la production de

meéthane sans effet négatif apparent sur les anifvetight et al.,2004).

Le vaccin ne serait toutefois efficace que sur @maetion desArchea méthanogenes

(Hegarty, 2001)et I'effet a long terme n’est pas connu.
IV.3. L'utilisation des additifs chimiques

Les diacides organiques (aspartate, malate ou &ie)aont des précurseurs potentiels
de succinate et de propionate qui peuvent doncuéitieés pour diminuer la méthanogenése
lorsqu’ils sont ajoutés a la ration des ruming@allaway & Martin, 1996). Si I'on admet
une efficacité de fixation de I'hydrogéne de 60% pes diacides organiques, il serait
nécessaire de supplémenter les rations avec plus lae d’acide pour réduire de 10% la
production de méthane chez une vache laitiere ajeb00 litres de méthane par jour
(Newbald & Rode, 2006) ce qui est inapplicable en raison des conségsesge le pH
ruminal et du co(t du traitement. Différentes sohg sont en cours d’étude pour pallier ce
probléme. Récemment, ont étudié I'effet d’'une esakgiion de I'acide fumarique.

Comparé au lot témoin d’agneaux, le produit endépdistribué a hauteur de 10% de
lingéré a entrainé une diminution de 75% de ladpobion de CH et une augmentation de

I'efficacité alimentaire de 20% (gain de poids @y kg ingéré).

De nombreux autres additifs chimiques ont été sestéhme par exemple les peptides
riches en acides aminés soufrés (thiopeptine, dpiige A 10255), les 9,10 anthraquinones,
l'acide 2-bromoethanesulfonique (BES), les analsgu@ogénés du méthane (chloroforme,
hydrate de chloral, bromochlorométhane, bromurend¢hyléne) ou encore les sulfates et
nitrates. Mais ces différents additifs sont peunptieurs en termes d’utilisation sur le terrain
pour le moment, car leur efficacité in vivo est ncahnue, limitée et/ou transitoire, et le

risque de toxicité qu’ils présentent est poterdieprouve.
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IV.4. L'utilisation des extraits de plantes

De nombreux essais sont actuellement conduits Hamsonde sur les extraits des
métabolites secondaires des plantes, utilisés comayen de manipuler la fonction digestive

des ruminants.

Certaines plantes ou extraits de plantes peuverdffeh modifier I'orientation des
fermentations ruminales par leurs propriétés bmitiés et avoir des effets voisins de ceux
obtenus avec les antibiotiqu@®usquetet al.,2005) Contrairement aux antibiotiques et aux
additifs chimiques, ce type de produit bénéficiand® bonne image en raison d’'une origine
naturelle. Les études sur les extraits végétauéntéalisées essentiellement in vitro. Ainsi,
les extraits d’ail, de piment, de yucca et de cHarf€ardozo et al.,2004) de rhubarbe et de
bourdaine(Garcia-Gonzalez et al., 2006) le sérum de luzerne obtenu aprés pressage de
luzerne fraiche et élimination des protéines parulation(Jouany et al.,2005)ont provoqué

une diminution de la méthanogenese.

Une technique de vaccination de ruminants congeriéthanogenes a été développée
en Australie au cours des 5 derniéres annéesaklégmis de réduire de 8% la production de

méthane sans effet négatif apparent sur les anifvdtight et al.,2004).

Le vaccin ne serait toutefois efficace que sur fuaetion desArcheaméthanogénes

(Hegartyh, 2001)et I'effet & long terme n’est pas connu.
V. La réduction du méthane par l'utilisation des produits nitreux

Lorsque les micro-organismes du rumen fermententdtiere organique, ils générent
le cofacteur NADH réduit qui reste en équilibre @ave H,. Chez les ruminants, le,Hest
normalement éliminé par la réduction de Lf@bur former du méthane. Cependant, les
produits nitreux(Présent dans certains paturages fourrage fraéseptent une plus grande
affinité pour le H que le CQ et, quand ils sont présents, lg &bkt d'abord utilisé dans la
réduction du N@ au NQ et de N@ au NH; ce qui réduit la production de métha(golan
et al.,2010).

V.1. L'utilisation du nitrate

Plusieurs produits chimiques ou substances, éwakuééduire la production ruminale
de CH. Le nitrate, un sel inorganique simple avec urepitl redox élevé, a également été
montré pour étre efficace dans la réduction dertalyction du méthane par le microbiote

ruminalin vitro (Zhenming et al, 2012)
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Le nitrate peut effectivemel et durablement réduira production de C, par le
microbiote ruminal complexeCertains de ces effets négatifs, tel ¢gumnibition de lactivité
cellulolytique, peutétre surmont dans une certaine mesure @pérations d'alimentati a
long terme. L'addition duitrate augmente la production d'ammonidans le rume (Sar et
al., 2005) Le nitratepeut remplact certaines protéines alimentairésrsqu'il est combin
avec d'autres produits chimiqu tel que le sulfate ; il peudtre une alternative effice pour

atténuer les émissions de gis bovins(Zijderveld et al.,2011)

4AH+HCO; +H"—>CH,+3H,0 AGO = -175 kJ/reactio
NQ +2H"+4H,—NH, +3H,0 AGO = -598 kJ/reactio
CH4
Rumen
( ; p rolozoaires-i} Eructafr'on\
Lipides —==}—— 7
™~ e Acides gras |, = =
A\ f Flore volatils (== \
) _") _ cellulolytique (acétate et + H2 —)'1“,_ cogime i ]
Glucides : butyrate)
“ + Q -‘v”.‘ R
v —— : eaction
T Wy
. o (propicnate) WV
Nitrates > NH3
(NO3-) ~ 4

Figure 06 Fonctionnement du rumen et modifications induitasljajout de nitrat

dans la ratio (Pellerin et al., 2013).

V.2. L'utilisation du nitrate et le sulfate

L'addition de sulfate I'alimentation des ruminant®nduit & une réduction de 1€ de
la production journaliere du méthanLa réduction du sulfate en sulfure d’hydrog
consomme aws 8 électrons et offre ainsi méme potentiel par molgue la réductic de
méthane par le nitrate.aLréduction du sulfate est plus favorable la méthanogénése.
(Ungerfeld & Kohn, 2006).
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Zijderveld et al.,2010; ont montré que la consommation de 25,8 g sulfagar les
moutons, correspondrait a une réduction de métang3 g/j si tout a été converti enSH
La diminution réelle observée en méthane était/R@g ce qui correspond a une réduction
de 67% du méthane total.

La compétition pour I'nydrogene entre la réductilensulfate et la méthanogénése a
été étudiée dans des digesteurs anaérobies.

Isa et al, (1986)ont conclu de leur expérience que la diminutiodadproduction de
méthane a partir de I'addition du sulfate est dépete a la fois de la concentration en sulfate
dans le milieu et du temps de séjour a l'intérgurdigesteur. L'augmentation du temps de
séjour de 0,5 a 10 jours dans le digesteur augniefiitex des électrons de méthanisation a la
réduction du sulfate.
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I. Le matériel
I.1. L’échantillonnage

Notre étudein vitro était effectuée en utilisant le jus de rumen deissocomme
inoculum ; deux échantillons différents ont étélgwés, le premier pour I'étude de la flore
bactérienne du rumen et le deuxieme pour le dodadge réduction de méthanogenes.

I.1.1. Echantillonnage pour I'isolement bactérien

Les tests bactériologiques sont effectués sur simigurumen prélevé d’un ovin fistulé
d’age d’'une année et demi. La fistulation étaitiséa au niveau de I'association scientifique
de médecine vétérinaire ; institut de vétérinainéversité de Batna. Les prélévements sont
effectués par des seringues stériles et conseawds des flacons stériléBgure 07); puis
transportés dans une glaciere a 4°C aux laboratgdagogiques de l'université de

Khenchela.

Figure 07 photo de prélévement de jus rumen de I'animalalést

A et B : prélevementC: flacons et seringues stérild3; Conservation des prélevements dans

une glaciére a 4°C
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1.1.2. Echantillonnage pour le dosage du méthane

Les animaux utilisés pour le prélevement du jususieen sont des ovins appartiennent
a la race d’Ouled DjelleCes animaux ont un régime alimentaire reposanhéeement sur
le paturage sur les parcours naturels et surhedeivesce avoinéls sont sacrifiés a I'abattoir

de Khenchela a des fins commerciales.

Le contenu de rumen des ovins abattus est colleste apres I'éviscération puis il est
filtré a travers 4 couches de gaze chirurgicales gliiectement transféré dans des Thermos
préchauffés a 39 C° selon la méthode (Neolie et al.,1987%, le processus de filtration
permet de récupérer une bonne partie la fractiaramienne libre dans le liquide ruminal
(figure 08), ils sont hermétiquement fermés et transférésidineent au laboratoire ou ils sont

traités au plus tard dans les 2 heures qui sulaertllecte.

Figure 08.Photographie de prélevement de jus rumeur le dosage de gaz.

l.2. Les milieux de culture
1.2.1. Les milieux d’isolement bactérien

Quatre milieux de culture sont utilisés pour telgprésence de quelques germes dans
le jus de rumen d'un ovin vivant (fistulé). Ces imilx de cultures sont ; gélose nutritive, la
gélose Hektoen (pour les Gram négatifs), géloseaag (pour les germes exigeants), et la
gélose Chapmann (pour I&aphylococcys La composition de chaque gélose est détaillée

dansl’annexe 1
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[.2.2. La salive artificielle

Matériel & méthodes

La salive artificielle est une solution minéralé pnue le réle d’'une part d’'un tampon

et dautre part, elle constitue un apport de selméraux et doligoéléments aux

microorganismes du rumen. Elle est préparée selerplocédures décrites p@enke &

Steingass, 1988Elle se compose d’un mélange de différentes solsftableau VII).

Tableau VII. Les solutions utilisées dans la préparation desdhve artificielle

(Menke & Steingass, 1988)

Solution Composition Quantité
Solution des éléments NaHPO, 579
KH.PO, 6.29
majeurs
MgSO,x7H,0 0.6g
Eau distillée 1000 ml
CaChx2H,0 1329
MNCl,x4H,0 1009
Solution des éléments 1
CoChx6H,0 9
traces
FeChx6H,0 089
Eau distillée 100 ml
NaHCQ; 359
Solution tampon (NH4) HCG; 49
Eau distillée 1000 ml
Solution de Resazurine CLHgNO,4 100 mg
Eau distillée 100 ml
NaxSx7H0 285 mg
Solution réductrice NaOH (1N) > ml
Eau distillée 47.5 ml
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ll. L’étude expérimentale
II.1. Etudes physicochimiques de jus de rumen

Le milieu ruminal se distingue par un ensemble ataatéristiques physico-chimiques
dont I'effet peut étre favorable ou non au fonatiement du rumen et aux microorganismes
gu’il héberge. La température, le pH, le potentigixydo réduction ont été étudiés sur le
contenu ruminal des ovimgli ont servi de donneurs de liquide ruminal ausales différents

essais.

[1.1.1. Mesure de la température

La température du liquide ruminal est relevée demment apres le prélevement du jus
de rumen a l'aide d'uthermometre (MICROLIAF).

[1.1.2. Mesure du pH

Le pH est un parametre habituellement mesuré danétudes nutritionnelles, car il a
toujours été considéré comme central pour compeetelr processus de digestion dans le
rumen par son influence sur le type et I'intendiéé réactions qui s’y déroulef@dnnefont,
2008).

Le pH du liquide ruminal est relevé directementéapson arrivée au laboratoire a
'aide d'un pH metre (HANNH instrument) portable a électrode en verréagablement

étalonné
[1.1.3. Mesure de la matiére seche

Elle est déterminée par dessiccation dans une éaugenue a 105°C jusqu’a ce que
le poids devienne constant. La différence de pomsespond a la perte d’humidité et le
résidu caractérise la teneur en matiere seche é@bhahntillon. Toutes les analyses sont
effectuées en triple.

Afin de déterminer le taux de la matiere seche, guantité (5 a 10 g) du liquide
ruminal homogeénéisé est pesée dans des boitesri@réalablement séchées et tarées, elles
sont par la suite placées dans une étuve mainted08°C pendant 24 heures jusqu’au poids
constan{Amokrane, 2010).

La matiere seche (MS) est calculée selon I'expoessiiivante :

% MS = (P,— T)/ P, x 100
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Ou : P; : représente le poids de la boite de pétri avaciage (tare + quantité du liquide

ruminal fraiche) (g).
P, : représente le poids de la boite de pétri aprélsegge (tare + résidus) (Q).
T : représente le poids de la boite de Pétri vide)t@).

[1.2. L’isolement bactérien

Pour tester la présence de quelques genres ibastélans le jus de rumen, une série
de dilution standard est effectuée, un échantilerchaque tube de dilution est ensemencé a
la suite sur quatre géloses ; la gélose nutrifevegélose Hektoen (pour les Gram négatifs),
gélose au sang (pour les germes exigeants), édaegChapmann (pour I8aphylococcys
et incubé a 37°C pendant 2étgure 09).

Figure 09.Photographie de I'isolement bactérien.
A. Les tubes de dilutionsB. Les boites ensemencées
I1l. Réduction du méthane

[11.1. Mesure de la production de gazn vitro

La technique de mesure de la production de ga#trim & été réalisée en suivant les

étapes suivantes :

1%"® étape : préparation de la salive artificielle.
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2°M étape : mélange de la salive artificielle avecdetenu ruminal.

3*Métape : réalisation de I'inoculation et I'inculati

4°Mgtape : vidange des seringues aprés 72 heuresibétion.

[11.1.2. Principe de la technique

La technique d’incubatiom vitro est une simulation de la digestion des aliments pa
les microorganismes dans le rumen. Elle est baseédasfermentation en anaérobiose du
substrat avec un mélange de jus de rumen et dologian tampon(Menke & Steingass,
1988).

Le jus de rumen constitue I'inoculum de la floreninale et permet de restaurer en
partie les conditions chimiques du rumen. Le sdila fermentation se fait, soit par la
mesure de production des produits terminaux (@O CH,), soit par la mesure de la

digestibilité par référence a un substrat stan¢i@ardab, 2000).

Dans notre étude, nous avons retenu la producBayed dans ses aspects quantitatifs
et qualitatifs (CH et CQ) ainsi que la digestibilité en présence de Nifrd I'urée et du

tryptophane.

La fermentation est réalisée dans des seringupslgpropyléne de 60 ml de capacité.
Le bout de la seringue est connecté a un tuyaafemtde 5cm de longueur, fermé avec une
pince pour eviter la sortie des gaz produits l@dadfermentation. Les pistons des seringues
sont préalablement lubrifiés avec de la vaselinailicone pour faciliter leurs mouvements

et prévenir I'échappement de gaz.
l11.1.3. Préparation de la salive artificielle

La majorité des composants de la salive naturellartficielle sont les sels qui sont
surtout : les bicarbonates de sodium ou de potassiuaussi hydrogéne de phosphate et de
chlore.

Les caractéristiques les plus importants d'uneeglisqu'ici peuvent étre définies par

quatre facteurs qui sont :

* La quantité des phosphates représentée par hydrgdsphate (HP£.
* La quantité de bicarbonate (HED
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e La quantité du chlore (Gl
« Le rapport sodium / potassium (NaK™).

Chaque élément a un réle métabolique définis, iearonates est un tampon efficace
a des valeurs de pH qui se rapprochent d¢RByfer et al., 1999) Le dioxyde de carbone est
utilisé par les méthanogénes comme un acceptdacti@. Les phosphates contribuent aussi
au tamponnage du milieu, le phosphore est un t¢oastides acides nucléiques (bactériens),

des phospholipides et des coenzymes.

L'approvisionnement en chlorures de potassium esatBum change la pression
osmotique. Le potassium est le cation majeur digles bactériennes et qu'il entre comme
un cofacteur pour certaines enzymes comme le pbbspbkinase. Les quantités des
bicarbonates ainsi que celle des phosphates onihflnence sur le taux des fermentations en

changeant le pH salivaire avec une valeur maximalel 7(Rymer et al., 1999)

[11.1.3.1.Méthode de préparation

Il faut un mélange de cinq solutio@nexe 02)
La solution A (solution de micro-éléments),
La solution B (solution tampon),
La solution C (solution de macro- éléments),
La solution D (indicateur du potentiel redox).

La solution E (solution réductrice).

Le brassage est maintenu a 39° C puis un barbets@gssuré en profondeur par un flux
contenu de C@jusqu’au virage de la coloration bleu vers le rpser devenir finalement
incolore (Figure 10). A ce moment, le jus de rumen filtré est ajoutésdan rapport avec la
salive artificielle. Un barbotage en surface estinbeau 15 min pour maintenir une

atmosphere totalement anaérofBeussaada. 2011).
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Figure 10.Préparation de la salive artificielle.

A. Barbotage de la salive artificielle, B. La salivaificielle+ le jus de rumen aprés barbotage.

111.1.3.2. Inoculation

La réduction du méthane est testée en présenbe2delu substrat (amidon de blé) ;
trois additifs a base de nitrates sont ajoutés aliférentes concentrations ; Nitrate de
sodium, l'urée et le tryptophane, et mis a fermeateec30 ml du mélange10 ml de jus de
rumen +20 ml de salive artificielleFigure 11). Les concentrations utilisées pour chaque
additif sont : 1M, 0.2M et 0.5M ; avec deux répétis pour chaque concentration. Dans les
mémes conditions, deux seringues sans substrahanst additif (jus de rumen + salive
artificielle) sont incubées comme un blanc, deutxesuseringues avec seulement le substrat
sont incubées comme témoins.

Figure 11.Photographie du systéme de fermentation en batch
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[11.1.3.3. Incubation

Les seringues inoculées sont horizontalement iresulsians une étuve et a 39°C

pendant 72 heures.

Le suivi de la cinétique de fermentation est réafiar la mesure du volume total des
gaz produits lors de la fermentation. Il est indiquar le déplacement du piston sous la
pression des gaz libérés a différents intervaléetechps: 72 heures. Le gaz produit est mesuré
par une lecture visuelle des graduations présestiesla face de chaque seringue. La
production réelle de gaz dans chaque seringuespmnel a la production de gaz apres 72
heures soustraite du volume de gaz enregistréel ¢8lui du volume de gaz moyen produit
par le blanc. La fermentation est cependant arré@es 24h pour l'estimation de la
production qualitative des gaz (¢Et CQ) (Boussaada. 2011).

[11.1.4. Analyse quantitative de la phase gazeuse

La production réelle de gaz dans chaque seringuresaond a la production de gaz
aprés 72 heures soustraite du volume de gaz emméegig et celui du volume de gaz moyen
produit par le blanc.

PTG (ml) =V -\Vo—Vp

PTG : production total de gaz ;

V72 : production de gaz enregistré aprés 72h ;

Vo : production de gaz enregistré a tO ;

Vy, : production de gaz enregistré par le blanc.
[11.1.5.Analyse qualitative de la phase gazeuse

L’analyse qualitative et quantitative des gaz fertés est réalisée selon la
méthodologie décrite pddouany, 1994) Elle consiste a injecter 4 ml d’'une solution &l
d’hydroxyde de sodium (NaOH 1N). Ce dernier absdeb€C, ce qui entraine la rétraction
du piston. Par difference entre le volume totalgde produit et le volume de GQOla

production de méthane est déduite.

VCH, =V NaOH -V liq et VCO,=Vt-VCH4

VCH, : volume de méthane ; V NaOH wvolume enregistré aprés injection de la soude ;
V liq : volume de liquide ; VCQ: volume de gaz carbonique ;

V. : volume total de gaz produit.
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I. L’isolement des bactéries ruminales

Quatre milieux de culture sont utilisés pour telgprésence de quelques germes dans

le jus de rumen.
I.1. L'isolement sur la gélose nutritive (GN)

Aprés I'ensemencement sur le milieu GN et I'incidrag I'étuve a 37°C pendant 24

heures, les colonies bactériennes, sont rondes @ildration blanchatre. Le nombre des

colonies est différent selon les dilutiofasns les biotes A, B, C, DFigurel2).

Figurel2. Photographies ddmites ensemencées apreés @glose nutritive)
Alla solution méreB. dilution 10" ; C. dilution 10% D . dilution 10°; E. dilution 10*

La croissance bactérienne sur la gélose nutritidque la présence des bactéries
aérobie anaérobie facultatives dans le jus de rurhenjus de rumen est constitué des
bactéries anaérobies strictes, mais il existe éyalé des bactéries anaérobies facultatives qui
représentent 7a10° cellules/g du contenu du ruméKamara, 2005).

[.2. L'isolement sur lagélose Chapmann(Chap.)

Apres I'ensemencement sur le milieu gélose Chapn& I'incubation a 37°C/24h,
des colonies bactériennes ont poussgure 13), la coloration de Gram de ces colonies a
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indiqué que sont des bactéries Gram positif ; @siltats montrent la possibilité de la
présence deStaphylococcugdans le jus de rumeKamara, 2005a montré que la taille des
bactéries du rumen est généralement de 0.5 &m0 Les bactéries Gransont les

prédominantes et l[6&Sram+ sont ainsi présentes, et jouent des rélssirfmportants dans la
digestion ruminale.

Figurel3. Photographies ddmites ensemencées aprés @glose Chapman).
Alla solution méreB. dilution 10" ; C. dilution 10% D . dilution 10°; E. dilution 10*

I.3. L'isolement sur lagélose Hektoen.

Aprés I'ensemencement sur le milieu gélose Heaktee I'incubation a 37°C pendant
24 heures, quelque colonies bactériennes jaund'augtes vertes ont poussé dans les boites
ensemencées par la solution mére et les boitesensées par les dilutions (1,209, tandis
qu'aucune colonie n'apparait dans les boites enseées par les dilutions (foet 10%
(Figurel4). L'ensemencement dans ce milieu de culture mdatpeésence d’'une variété des
germes exigeants dans le jus de rumen. Les colgmiess indiquent la présence des germes
qui utilisent un ou plusieurs glucides, et les o@s vertes indiquent la présence des germes
qui n'utilisent aucun glucide présent dans le milie'absence des colonies dans les boites
ensemencées par les dilutions{E 10% revient & la quantité minimale de ces germes dans

le rumen parce que la majorité de la flore baatééeruminale sont des bactéries anaérobies
strictes.
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Figurel4. Photographies ddmites ensemencées apres @gdlose Hektoen)
Ala solution méreB. dilution 10*; C. dilution 10% D . dilution 10°; E. dilution 10*

I.4. L’isolement sur lagélose au sang

Aprées I'ensemencement sur le milieu gélose au sandjincubation a I'étuve a
37°C/24h, quelques colonies bactérienneanches-grisatres, bombées avec une bordure
réguliére ont poussé dans les trois premiére b@iesa solution mére, de la dilution™16t la
dilution 10% ce qui indique la présence des germes exigeamts de jus de rumen

(Figurelb). Ces germes Gram positif peuvent étre Sigeptococcus

Figurel5. Photogréphies déxites ensemencées apres @lose au sang)
Ala solution méreB. dilution 10" ; C. dilution 10% D . dilution 10°; E. dilution 10*
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Il. Etudes physicochimiques de jus de rumen

Le milieu ruminal se distingue par un ensemble alaatéristiques physico-chimiques
dont I'effet peut étre favorable ou non au fonotiement du rumen et aux microorganismes
gu'’il héberge. Le pH, le potentiel d’oxydoréductidam matiere séche, la matiére organique et
la matiere minérale ont été étudiés sur le conteminal des dromadaires qui ont servi de

donneurs de liquide ruminal au cours des différeassis.

L’Etudes physico-chimique est la facon la plus danpour évaluer les aliments des
ruminants. Dans notre étude elle est basée sempérature, le pH et matiére sache.

Il.1. La température de jus de rumen

Apres le battage ; des mesures de la tempérdéures du rumen ont donné deux

valeurs(Tableau VIII) .

Tableau VIII. Les valeurs de la température de jus de rumen wealans différents

Ovin 1 Ovin 2

Température (°C) 40,50 39,40

Belbis, 2007a montré quéa température ruminale est supérieure d’au maindagré
par rapport a la température centrale, c'est-aatiraprise entre 39,5°C et 40°C. Elle peut
atteindre 41°C lorsque les fermentations sont iméenses mais aussi chuter de plusieurs

degrés apres ingestion de grandes quantités deae f de 5 a 10°C pour une a deux heures.
[I.2. pH de jus de rumen

Le pH des jus de rumen fraichement collectés \ariee 5,5 et 7,3 (la valeur de 6,51 et
6,8 pourrait étre justifiée par la nature du régialementaire des animaux donneurs)
(Tableau 1X). Ces valeurs similaire et étaient proche a ceaflesSauvant et al., 1999 ;
Yaakoub, 2006 ; Boussada, 2011.
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Tableal IX. Les valeurs de pH du jus de rumen

Ovin 1 Ovin 2
Ovin 1a Ovin 18 Ovin 2a Ovin 28
6, 30 6,72 6,70 6,91
pH
Moyen 6,51 6,804

Belbis, 2007a montré que le pH a un rble prédominant dans lectsén des
microorganismes du rumen et dans l'orientationfdesentations. La valeur du pH du run
est normalement comprise en5,5 et 7,3, Cette marge est cependant un peu large. L
normal ne coespond pas a la neutralité au sens ph-chimique(7,0). Dans le rumen e
fonctionnement, il apparait des acides gras vel@iGV), et il est normal que la réaction <
légerement acide (par exemple6 a6,8). Autour de ces valeurs, le pH peutier sans qu'il
y ait parallelement de troubles, mais cela nest paur autant la normalité. Les causes
variations les plus fréquentes du pH sont les diatidons alimentaires. Le pH baisse dan
période postprandiale et s’éleve pendant le j.

I1.3. La matiere seche de jus de rume

Les valeurs de la atiere seche du liquide ruminal de différents & sont résumées
dans lafigure 16).

30
25
20
H (Ovin 1A
o 15 ( . )
Om i (ovin 1B)
s 10 - H (ovin 2A)
5 - H (ovin 2B)
O -
5 7,5 10
Quantité du liquide ruminal (g)

Figure 16.Les valeurs de la matiere séche du liquide rundeaifférents essa
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Les résultats obtenus varient dans un intervall&ld@2et 24.32% avec une moyenne
del17.62 % pour le premier ovin et entfiel .50et23.19% avec une moyenne d8.03% pour
le deuxiéme ovin; ces valeurs révélent un contaminal assez liquide. Ces résultats
concordent avec ceux signalés pidjekal, 2003ayant enregistré des valeurs de MS variant
de 8.5 a17.4% du contenu ruminal, et a ceux 8enty & Chaucheyras-Durand, 2007
allants del0a18%.

lll. Dosage des gain vitro

La fermentation in vitro conduit a la production dieux gaz essentiels ; le €€ le
CH,, les deux gaz sont dosés vitro en premier lieu, en présence du substrat seul sans
additifs (ttmoins), et en deuxiéme lieu, en présatedifférentes concentrations des additifs.
Des seringues (systéme batch) sont incubées sastraia et sans additifs comme essais

blancs.
lll.1. Dosage des gaz dans I'essai blanc

Les essais blancs ne contient ni additifs ni sahsinais une production du gaz est
remarquable dans les deux seringues (les deuxiti@pg), cette production avec une
moyenne d4,16 ml, (figure 17).

La production du gaz en absence du substrat re@dhitilisation des résidus de

forage présent dans le jus de rumen avant abattage.

Des valeurs inferieur a cette moyenne ont déjanobparBoussaada, 2011qui a eu
une production du gaz dans I'essai blanc avec ungemme d®,00m|, tandis quériss, 2008
a eu des valeurs avec une moyenn2X60ml La différence entre les valeurs obtenues dans
cette étude et par les deux autres auteurs rexientlifférence du régime alimentaire suit par

les ruminants.
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—¢—Blanc 1

—e—Blanc 2

Production du gaz (ml)
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Temps (h)

Figure 17.La production du gaz dans I'essai blanc en fonafietemps d’incubation
l1l.2. Dosage des gaz en présence des additifs

La production du gaz est mesurgevitro en présence de différents additifs a base de
nitrate (tryptophane, l'urée et le KNQpavec différentes concentrations (0,2M, 0,5M et) 1M

et en présence de 200mg de I'amidon de blé combsdrail
[11.2.1. Dosage des gaz en présence de tryptophane

L’effet de I'ajout de tryptophane sur la productidn gaz ruminal est testg vitro
avec trois concentrations différentes. Les résutbatenus sont comparé avec le témoin (essai
sans additifs) toujours en présence de 200 mg lostrat(figure 18).
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Figure 18.La production du gain vitro, en présence de 0,2 ; 0,5 et 1M de tryptophane
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Dans les seringues du témoin, la production du gteint une moyenne de
17,25ml/200mg apres 28h d’incubation comme une valeur maximéake. présence du
tryptophane avec trois concentrations difféerenteaugmenté cette production avec une
moyenne d9ml/200mgavec0,2M de I'additif et de28ml/200mgavec0,5M de I'additif et
de37ml/200mgaveclM de I'additif.

Guo etal., 2009 a expligué l'augmentation de la production du gazprésence de
tryptophane a le fait que ce dernier est utilisél@anicrobiote ruminale comme un substrat et

pas comme un alternatif de I’hydrogéne.

12 a 38%des bactéries ruminales ont la capacité de déglesi@acides aminés et les

utiliser comme une source d’énergierran, 2007).
[11.2.2. Dosage des gaz en présence de KBO

La production du gaz en présence de trois condentsadifférentes de nitrate de
potassium est comparée avec celle produite en edsan I'additif (témoin). Les résultats

obtenus sont présentés dangdare 19.
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Figure 19.La production du gain vitro, en présence de 0,2 ; 0,5 et 1M de KNO

Une réduction de la production du gaz est obtenyarésence de,5 et 1Mde KNGy
avec une moyenne d&6,5 ml/200mg comparée aved7,25ml/200mg (moyenne de la

production du gaz avec le témoin).

Zhou et al., 2012a montré que les sels a base de nitrate sorgéstifar les bactéries
ruminales comme des alternatifs de I'hnydrogenejamant 'ammoniac comme produit final

de la fermentation au lieu du méthane, en rédubamt la production du gaz ruminal.
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Nolan et al., 201Q ont obtenu une réduction de méthane de 67% esemcé de
4%KNGO; ; Nolan et ses collaborateurs ont prouvé que, lorsquamlieso-organismes du
rumen fermentent des matieres organiques, ils gahé cofacteur NADH réduit qui est en
equilibre avec Hrumen. Chez les ruminants, le st normalement éliminée par la réduction
de CQ pour former du méthane. Cependant, lesNfrésent dans certains paturages fourrage
frais) a une affinité plus élevée pour ygue le CQ, lorsqu'il est présent, I'Hest utilisée en
premier dans la réduction de N® NG, et NGO, en NH; ce qui réduit la production du
méthane.Nolan et al., 2010).

[11.2.3. Dosage des gaz en présence de 'urée

Une meilleure réduction du gaz a été obtenue esepoe de l'urée comme additif
(figure 20).

L’augmentation de la concentration de I'urée ddvD@ 1M a augmenté le taux de
réduction du gaz. En présence de 0,2M de l'urgedduction du gaz atteint des valeurs de
29ml/200mg apres 28h d’incubation, cette valeur supérieuelée mbtenue avec le témoin
apres la méme période d’incubation. Mais, I'ajouiné concentration plus élevée de l'urée
(0,5M) a donné une production du gaz avec une vat@ximalel9 ml/200mgaprés 28h

d’incubation inferieur a celle obtenu avec le tém@3mI/200mg/28h).

Des valeurs plus inferieurs sont obtenus en augmeté concentration de l'urée a
IM.
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Figure 20.La production du gain vitro, en présence de 0,2 ; 0,5 et 1M de l'urée




Chapitre Il Résultats & Discussiol

Perdok et al., 1988in Leng, 1991ont montré que'drée (qualité alimentaire) €
employée dans l'alimentation druminants(a I'exclusion des autres animaux). En effet.
micro-organismes présents dansrumensont capables d'utiliser cette source d'azote
synthétiser des acides aminés utilisables pamhiénant. L'urée est employée notamment

equilibrer les régimes du point de vue des n-organismes du rumgheng, 1991)

La comparaison entre les résultats obtenus avamissadditifs a montré que 'urée
le KNO;s™ réduisent la production du gaz rumir(figure 21), tandis que le tryptophar
influence contrairement sur cette production etoicuit a 'augmentation de la producti

gazeuse parce qu’il est utilisé par les bactéonesnse substre

60
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Figure 21.La production du gain vitro en présence de trois additifs différents (I'urée

tryptophane et le KN©).

Guo et al., 2009,ont aussi montré que l'urée et le K3 ont une grande influence s

la réduction du méthane rumir
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IV. Analyse qualitative des gaz produitsn vitro

L’analyse qualitative des gaz produits conduit &nksure des concentrations de,CO
et du méthane produitigure 22).

Globalement, le C@est produit en un volume double du £Hinsi que pour le
témoin. C'est a-dire que 1/3 du gaz produit reprieske CH et les 2/3 restants forment le
CO, (Boussaada, 2011).

40
35
30
25
20
15
10

m[CH4]
m[CO2]

Production de CH4 et de CO2 (ml)

Figure 22.La production de Cllet de CQ en présence de différents additifs.




Conclusion Générale

otre travail avait pour objectif d’étudier I'effetes produits nitreux (nitrate,

'urée et tryptophaneyur la méthanogénes ruminale chez les owumnsitro.

Cette derniere a été testée avec trois concemsatii@férentes pour chaque
produit : 1 ; 0,5et 0,2M.

En premier lieu, un isolement bactérien est efiecupartir de jus de rumen d'un
animal fistulé, cet isolement a montré la présatesbactéries Gram négatifs et des bactéries
Gram positifs, la présence de bactéries aérobi@sdrabies facultatives dans le jus du rumen,

Streptococcus et aussi des germes exigeants.

En deuxiéme lieu, une étude physicochimique dedpisumen a donné différentes
valeurs du pH avec une moyenne de 6,8 et des galieula matiére séche avec une moyenne
de 18,03%. La mesure de la température a montrdagteampérature de jus de rumen est
entre 39 et 40°C.

En dernier lieu, la réduction de la production daz guminal est testée en présence de
trois additifs différents ; le tryptophane, l'urést le KNGO avec trois concentrations
différentes, ce test a montré que le tryptophand gtwe utilisé par les bactéries ruminales
comme source d’énergie en augmentant donc le taua groduction gazeuse, par contre le
KNOS3- est un sel utilisé par ces bactéries comneeradtif de I'hydrogene en donnant a la fin
de la fermentation 'ammoniac au lieu de le méthameéduisant donc la production du gaz.
L'urée aussi est utilisé par le microbiote rumipalur produire 'ammoniac et réduire la

production du gaz.

Le test qualitatif des gaz produits vitro a montré que la concentration de €3t
globalement le double de la concentration de,Gitdissi a montré que l'urée est un produit

nitreux qui peut réduire Iégérement la concentratio méthane.

Ces résultats peuvent étre enrichis avec d’autredes ; et comme perspectives des
tests d'identifications peuvent étre appliqués pwmlantifier le microbiote ruminal, aussi
'application de ces résultaism vivo peut enrichir cette étude et l'identification dgaz

produits par chromatographie peut avoir lieu.




Références Bibliographiques

« Amokrane S., (2010).Etude des prétraitements microbiologiques des uésatjro-
alimentaires lignocellulosiques en vue de leur isétion en alimentation animalklémoire
de magister, université de Constantine.

* Argyle J.L., Forster R.J. (1988) “Effects of ciliate protozoa on rumen bacterial
populations”J.V. Nolan, R.A. Leng et D.I. Demeyer éds., ThedRail Protozoa and Fungi in
Ruminant Digestion, Penambul Books, Armidale, Alistr

» Arhab R. (2000).Etude de la digestibilité in vitro de sous prodaitgo-industriels et
de cellulose purifiée par la microflore ruminaleadenélidés. Utilisation des gaz fermentaires
comme marqueurs de fermentatidinese de Magister en Biochimie appliquée. Univerdd
Constantine. 69 p.

 Barone R. (1997).Anatomie comparée des mammiféres domestiques. Tdme
Splanchnologie 1. Appareil digestif. Appareil regppire3eme ed. Paris : Vigot, 853p.

* Belbis G., (2007) Flore du rumen : origine, composition, Evoluti@monsequences
PhysiopathologiqueJ.hese de doctorat, Ecole Nationale Veterinaire fal

e Bicaba Z.m, (1991).Digestion comparée de diverses rations a baseouleafies
pauvres chez les ovins et les capriiis. Tesserand J.C., Dermarquilly. Nutrition des
ruminants domestiques. P 582-596.

» Blaxter K.I., Clapperton L.l., (1965). Prediction of the amount of methane produced
by ruminantBr. J.Nutr., 19: 511-521.

 Bogaert C., Gomez L., Jouany J-P., Jeminet G., (198 “Effects of the ionophore
antibiotics lasalocid and cationomycin on ruminainfientationin vitro”, Anim. Feed Sci.
Technol, 27, 1-15.

* Bonnefont C. (2008).Le potentiel Redox et le milieu ruminaEcole Nationale
Vétérinaire, Telouse, pp : 4-24.

* Boussaada A. (2011)Etudein vitro Des Flavonoides Purifies sur la Ruminale chez
les ovins : cas de la quercetine .de Maitrtes facteurs de la reproduction chez les
herbivoresUniversité de Batna

* Brugere H. (2005)Motricité du complexe gastrique : Réseau-Runten.Médecine
et digestive en pratigue bovinBolycopié. Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, it
Pédagogique de Pathologie Médicale du Bétail etAtemaux de basse Cour, 205 p.

* Brugére H. (2005) Motricité du complexe gastrique : Réseau-Runien.Médecine
et chirurgie digestive en pratique bovirieolycopié. Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort,

Unité Pédagogique de Pathologie Médicale du Béiailes Animaux de basse Cour, 205 p.



Références Bibliographiques

* Busquet M., Calsamiglia S., Ferret A., Cardozo P.WKamel C., (2005) Effects of
cinnamaldehyde and garlic oil on rumen microbiaifentation in a dual flow continuous
culture”,J. Dairy Sci, 88, 2508-2516.

e Callaway T.R., Martin S.A., (1996).Effect of organic acid and monensin treatment
on in vitro mixed ruminal microorganisms fermentation of cratkern”,J. Anim. Scj. 74,
1982-1989.

* Cardozo P.W., Calsamiglia S., Ferret A., Kame C.,2004).Effects of natural plant
extracts on ruminal protein degradation and feratent profiles in continuous cultured,
Anim. Sci. 82, 3230-3236.

» Ciccarelli FD, Doerks T, von Mering C, Creevey CJSnel B, Bork P, « Toward
automatic reconstruction of a highly resolved toédife », dansScience vol. 311, 5765,
2006, p. 1283-7

* Climate Change (2001) The Scientific Basis - Contribution of Working @ip | to
the IPCC Third Assessment Rep@gmbridge University Press, New York.

e Conant, R.T., K. Paustian, and E.T. Elliott, (2001) Grassland management and
conversion into grassland: Effects on soil carlioglogical Applications, 11 (2), 343-355

 Dawson KA., Allison MJ. (1988).Digestive disorders and nutritional toxicitin :
Hobson PN, editorsThe rumen microbial ecosysteBlsevier Science Publisher, New York,
445-459. 527 p.

 Demeyer D., Fieves V., (2000Ruminants et environnement : la méthanogenése.
Ann. Zootech49: 95-112.

» Demeyer D., Fievez V. (2000)Ruminants et environnement : la méthanogénes.
INRA.EDP science, Annales de Zootechnie, 49 : @5-11

* Demeyer D.I, (1991)Quantitative aspects of microbial metabolism ia thmen and
hindgut, in Jouany J.P. Rumen microbial metaboksmd ruminant digestiodNRA Edition,
Paris. P 217-237.

* Dohme F., Machuller A., Wasserfallen A., Kreuzer M. (2001) : “Ruminal
methanogenesis as influenced by individual fattgsasupplemented to complete ruminant
diets”, Lett. Appl. Microbiol, 32, 47-51.

 Driss D. (2008). Influence d'extrait vegétaux Thymelaea hirsuta et Sonchus
maritimug sur la méthanogenése et de la digestibilité rahain vitro. Thése de magistere en
Biochimie Appliqué, Université Cheikh Larbi TebeassiTébessa, 70p.

* Ferran A. (2007).Digestion microbienne chez les ruminants.



Références Bibliographiques

* Fonty G, Joblin K. M. (1991).Rumen anaerobic fungi: their role and interactiaothw
others rumen microorganisms in relation to thdiefidigestion.

* Fonty G. et Chaucheyras-Durand F. (2007)Les écosystemes digestifeEds),
Technique & Documentation, Paris, pp. 79-94 ; 183-1204-217 ; 252-265.

 Fonty G. Forano E, Gaudet G; Komisarczuks and GouetPh.(1988). Données
nouvelles sur les bactéries cellulolytiqu&eproduction Nutrition and Develloppement 28:
19-32

* Frumholz P.P., Newbold C.J., Wallace R.J. (1989) “Influence of Aspergillus
oryzaefermentation extract on the fermentation of a baatibn in the rumersimulation
technique (rusitec)’J. Agric. Sci. (Camb. 113, 169-172.

* Garcia-Gonzalez R., Lopez S., Fernandez M, GonzalgzS., (2006) Effects of the
addition of some medicinal plants on methane prbomdn a rumen simulating fermenter
(rusitec)”, Soliva C.R., Takahashi J., Kreuzer Mis.¢ Greenhouse Gases and Animal
Agriculture,Elsevier Science B.V., in press.

e Gouet Ph., Thvend P.(1985)Le rumen un fermenteur modéBiofuture. 23: 47-52.

* Gulter H. (1975). Physiologie des animaux domestiquémot freres. Editeurs. 211-
272, 941-944.

e Guo W., D. M. Schaeferl, X. X. Guo, L. P. Ren and QX. Meng, (2009).Use of
Nitrate-nitrogen as a Sole Dietary Nitrogen Soua#hibit Ruminal Methanogenesis and to
Improve Microbial Nitrogen Synthesis vitro. Asian-Aust. J. Anim. Sci. Vol. 22, Na.542-
549.

» Hegarty R. S. (2001): “Greenhouse gas emissions from australian lbakssector.
What do we know, what can we do Riystralian Greenhouse Office

* Hungate E. (1966) Therumen an dits microbe&cademic Press, New York.

* Hungate R.E., (1966)T'he rumen and its microbe&cademie press, New York, USA.
3:27-38

e Jean-Blain. C, (2002).Introduction a la nutrition des animaux domestgjled. Tec
.et Doc., Paris, 424p.

* Johnson, K., M. Huyler, H. Westberg, B. Lamb, and P Zimmerman, (1994)
Measurement of Methane Emissions from Ruminantdtivek Using a Sf6 Tracer Technique,
Environmental Science & Technology, 28 (2), 359;362

» Jondey A., Gogny M. (1989)Physiologie comparée. Le fonctionnement du rumen.
Cahiers de Nutrition et de dietétique., 24 : 42943



Références Bibliographiques

e Jondey A., Gogny. M. (1989)Physiologie comparée. Le fonctionnement du rumen.
Cahiers de Nutrition et de diétéetique, 24: 429-434p

e Jouany J.P and Ushida K. (1998)The role of protozoa in feed digestiofsian-
Australiar Journal of Animal Science, 12: 113-128

e Jouany J.P., (1994).Les fermentations dans le rumen et leur optimisatiNRA.
Prod. Anim.,7(3): 207-225p.

* Jouany J-P, Lassalas B., Coulmier D. (2005)'Etudein vitro des effets de I'ajout de
sérum de luzerne sur les fermentations ruminaReic. Rech. Ruminants2, 240.

e Jouany J-P., Lassalas B., (1997%tudy of the adaptation of the rumen ecosystem to
the antimethanogenic effect of monensin measuwreo/o”, Reprod.Nutr. Dev.(suppl.), S69-
S70.

 Kim M., Morrison M., Yu Z., (2011). Status of the phylogenetic diversity census of
ruminal microbiomesFEMS Microbiol. Ecol., 76, 49-63

* Leng, (1991). Application of biotechnology to nutrition of anifsain developing
countriesAnimal Production and Health Division, 0254-6019

e Mathieu F., Jouany J-P., Senaud J., Bohatier J., Beén G., Mercier M. (1996) : “
The effect ofSaccharomyces cerevisiaadAspergillus oryzaen fermentations in the rumen
of faunated and defaunated sheep ; protozoal azqgbic interactions”’Reprod. Nutr. Dev.,
36, 271-287.

» Medjekal S, (2003) Etude de la fermentescibiliten vitro de sous produits de
'agronomie saharienne par la microflore ruminal chprin. Mémoire de magister. ISN.
Université de Constantine, pp. 38-42.

* Menke K. H. and Steingass H. (1988)Estimation of the energetic feed value
obtained from chemical analysis aimdvitro gas production using rumen fluidinim. Res.
Dev.,28: 7-55p.

» Menke K. H. and Steingass H. (1988)Estimation of the energetic feed value
obtained from chemical analysis and in vitro gasdpction using rumen fluidAnim. Res.
Dev., 28: 7-55p.

* Murray, R.M., A.M. Bryant, and R.A. Leng, (1976). Rates of production of
methane in the rumen and large intestine of sH&efsh journal of nutrition, 36, 1- 14,

 Mutsvangwa T., Edwards I.E., Topps J.H., Paterson .M. (1992): “The effects
of dietary inclusion of yeast culture (YeaSacc)patterns of rumen fermentation, food intake
and growth of intensive bullsAnim. Prod, 55, 35-40.



Références Bibliographiques

* Nagaraja T.G., Tone G. et Reharka A.A., (1992).Moderation of ruminal
fermentation by ciliate-protozoa in cattle fed ghhgrain diet. AppEnvir Mic., 58: 2410-
2414p

* Newbold C.J., Rode L.M., (2006)Dietary additives to control methanogenesis in the
rumen”, Soliva C.R., Takahashi J., Kreuzer M. édSreenhouse Gaseand Animal
Agriculture, Elsevier Science B.V., in press.

* Nolan A, R.S. HegartyB, J. HegartyA, I.R. GodwinA ad R. Woodgate, (2010).
Use of supplementary nitrate to mitigate methaelyetion and provide rumen degradable N
for ruminantsProc. Aust. Soc. Anim. Prod. vol.28.

* Nollet L., Demeyer D.l., Verstaete W. (1997) “Effect of 2-bromoethanesulfonic
acid and Peptostreptococcus productus ATCC 3524ti@a on stimulation of reductive
acetogenesis in the ruminal ecosystem by seledtidition of methanogenesis’Appl.
Environ. Microbiol.,63, 194-200.

* Nollet L., Mbanzamihigo L., Demeyer D.I., Verstraete W. (1997): “Effect of the
addition of Peptostreptococcus productus ATCC 35244 reductive acetogenesis in
theruminal ecosystem after inhibition of methanagem by cell free supernatent of
Lactobacillus plantarun80”, Anim. Feed Sci. Technpll1, 49-66.

 Orskou E.R and Ryle M .(1990).Energy nutrition of rumen microorganisms. In:
Energy Nutrition in ruminant€lsevier. Science (Eds), New York, USA, pp 10-28.

 Pelmont J., (2005) Hydrogéne - Acétate — Méthanén: Biodégradations et
métabolismes, collection Grenoble Sciences, 197-244

 Popova M, Martin C, Eugene M, Mialon MM, Doreau M, Morgavi DP. (2011)
Effect of fibre- and starch-rich finishing diets anethanogenic Archaeadiversity and
activity in the rumen of feedlot bull&inim Feed Sci Tech. 2011;166-167(0):113-21.

« Popova M, Morgavi D.P., Doreau M., Martin C., Production de méthane et
interactions microbiennes dans le rum&RA Productions Animales

* Rachedi K., (2005) Etude de la fermentesibilité vitro de plantes présahariennes par
la microflore ruminale d’ovin. Evaluation de la ¢obution spécifique des différentes
fractions pariétales au pool des produits fermesdaiThese de magister en biochimie
appliguée. Université Mentouri de Constantine, 82p.

* Ranilla M.J., Morgavi D.P., Jouany J-P. (2004} “Effect of time after defaunation
on methane productidn vitro”, Reprod. Nutr. Develop44 (Suppl.1), S35



Références Bibliographiques

* Rochette Ph., (2003)Les sources agricoles de gaz a effet de serre (GE&anada.
Agriculture et Agroalimentaire Canada, Sainte-Fqy1-4.

* Rymer. C., Huntington. J. A., Givens. D. [., (1999) Effects of inoculum's
preparation method and concentration, method afuladion and pre-soaking the substrate on
the gas production profile of high temperature dirigrass. Animal feed science and
technology78: 199-213pp.

e Sauret J. (1988). Guide de dissection des mammiféres domestiquesid@sy
ruminants, carnivores). Les viscéres abdominauxycBpié. Ecole Nationale Vétérinaire
d'Alfort, Unité Pédagogique d'Anatomie, 129 p

e Sauvant D., Meschy F. et Mertens D. (1999).es composantes de I'acidose ruminale
et les effets acidogenes des ratidhERA. Prod. Ani, 12 : 49-60.

* Soltner D.(1994).Alimentation des animaux domestiqu&Xool. Sci. Tech. Agric.,
edition,Paris : 20éme édition.

 Stewart CS ., Bryant MP. (1988).The rumen bacteria. In: Hobson PN, editors. The
rumen microbial ecosysterilsevier Science Publisher, New York, 21-75. 527 p

 Stewart C.S., Crossley M.V., Garrow S.H., 1983he effect of avoparcin on
laboratory cultures of rumen bacteri&yr. J. Appl.Microbiol. Biotechnoll7, 292- 297.

 Stewart CS ., Flint H.J. and Bryant M.P. (1997).The rumen bacteria. The rumen
microbial ecosystemnin : Hobson PN, and Stewart C.S. (Eds), London¢lB&aAcademic and
Professional, UK, pp. 10-72.

» Stewart CS, Bryant MP. (1988).The rumen bacteridn : Hobson PN, editorsThe
rumen microbial ecosysterilsevier Science Publisher, New York, 21-75. p27

» Takahashi J., Chaudhry A.S., Beneke R.G., Young B.A1997): “Modification of
methane emission in sheep by cysteine and a matrpi@paration”Sci. Total Environ, 204,
117-123.

e Tan ZL, Nagaraja TG, Chengappa MM. (1996). Fusobacterium necrophorum
infections : virulence factors, pathogenic mechanand control measureget. Res. Comm
20, 113-140

* Taniguishi K., Yanatani Y. Otani I. (1979). Rumination by goats fed on diets with
varying forage rationl. Appl. Biol. Sci., 18: 233-240.

» Tiret L. (2001). Physiologie de la digestioRolycopié, Ecole Nationale Vétérinaire
d’Alfort, Unité Pédagogique de Physiologie et Thatique. 69 p



Références Bibliographiques

e Tiret L. (2001). Physiologie de la digestioRolycopié, Ecole Nationale Vétérinaire
d'Alfort, Unité Pédagogique de Physiologie et Tipénaique. 69 p

e Tokua M., Chagan T., Ushida K., Kojima I. (1999) Phylogenetic study of
mthanogens associated with rumen cilia@srent Microbiology, 39 : 123-128.

« Tsuda T., Sasaki Y., and Okawasashima R.EdPhysiological aspects of seventh
international symposium on ruminant physiologgademic press. Son Diego: 655 661.

* Vermorel M., Jouany J-P. (1989). “Effects of rumen protozoa on energy utilizattio
by wethers of two diets based on ammonia-treatedvssupplemented or not with maize”,
Asian Austral. J. Anim. S¢R, 475-476.

 Wallace. R.J, (1996). The proteolytic systems of ruminal microorganisii$RA.
Elsevier., 45, suppl301-308 p.

e Whitford M.F, Teather R.M., Forster R.J., (2001) Phylogenetic analysis of
methanogens from the bovine rumBMC Microbiology, 1, 5.

* Williams AG, Coleman GS. The Rumen Protozoa (2001hn : Hobson PN, EdThe
rumen microbial ecosysterilsevier Science Publishing, New York, 77-1117 $2

* Wright A. D., Kennedy P., O'Neill C.J., Toovey A.F, Popovski S., Rea S.M.,
PimmC.L., Klein L. (2004) : “Reducing methane emissions in sheep by immuboizat
against rumen methanogensaccine 22, 3976-3985.

* Yaakoub F, (2006).Evaluationin vitro de la dégradation des principaux fourrages des
zones arides. Thése de magister en Nutritibniversité ElI-Hadj Lakhdar de Batna ,150p.

* Zhou Zhenming , Zhongtang Yu et Qingxiang Meng, (@12). Effects of nitrate on
methane production, fermentation, and microbial ybaons in vitro ruminal cultures.

Bioresource Technology 103, 173-179.



Annexe 1 Composition des milieux de culture dans 1L d’adistillée

Annexes

Milieux Composition Quantité
extrait de viande 1,09
extrait de levure 2.5¢

peptone 5,09
gélose nutritive
chlorure de sodium 5,09
agar-agar 15,09
pH 7,0
preteose-peptone 120g
extrait de levure lactose 309
saccharose 12,09
salicine 12049
gélose Hektoen sels biliaires 159
fuchsine acide 9,0¢
bleu de bromothymol 0,19
chlorure de sodium 0,065 9
agar-agar 509
gar-ag 7.6
pH
Mélange spécial de peptone 23.0g
Amidon
Chlorure de sodium 1.0g
gélose au sang Agar-agar 5.0g
Sang 50ml
pH 07.3
Peptone 10,0 g
Extrait de viande de boeuf. 10g
Chlorure de sodium 75,090
Mannitol 10,0g
gélose Chapmann
Rouge de phénol 0,025¢g
Agar-agar 15049
7,4

pH




Annexes

Annexe 2.Préparation de la salive artificielle seldlenke & Steinguass, 1988

Composant Quantité (ml) pour 1000ml de SA
Solution A 0.12

Solution B 240.0

Solution C 240.0

Solution D 1.22

Solution E 95.0

Eau distillée 470.0




Résumé

Le méthane est un gaz produit en grande quantittepanimaux d’élevage suite a la
dégradation de la ration alimentaire. Cette pradaateprésente une perte d’énergie estimée
entre 2 a 12% de I'énergie contenue dans les algmeonsommeés par le ruminant. La
réduction de la production de méthane par les ram@ représente sur un intérét
environnemental a long terme.

Cette étude avait pour objectif d’étudier I'effeiesd produits nitreux (I'urée,
tryptophane et KNg) sur la production du Méthane et réduction dédtede serre pour la
protection de I'environnement.

L'urée, tryptophane et KNOsont testés en utilisant trois concentrations dcajel
produit: 1; 0,5 et 0,2mg/30ml. La technique staddde fermentatiom-vitro a permit de
retenir la production quantitative et qualitatdes gaz fermentaires.

Les résultats de la fermentationvitro par le microbiote ruminal d'ovins révelent que
l'urée, et le KNQ ont une capacité remarquable pour réduire la ptaudu méthane en

particulier avec des concentrations élevées.

Mots clés:

Méthane, fermentatioim vitro, produit nitreux, réduction



sSummary

Methane is produced in large quantities by livestmtiowing the deterioration of the
food ration gas. This production represents a éstsnated at between 2-12% of the energy
contained in food consumed by ruminant energy. fElaeiced production of methane by the

ruminant is a long run environmental interest.

This study aimed to investigate the effect of nirg@roducts (urea, tryptophan and
KNO3) on the production of methane and reduction oégheuse effect for the protection of

the environment.

Urea, and KN@ are tested using trio concentrations of each mrody 0.5 and 0.2
mg/30ml. The standarih vitro fermentation technique has allowed to retain thantjtative

and qualitative production of fermentation gases.

The results of the in vitro fermentation by rumimaicrobiota of sheep reveal that
urea, tryptophan and KN(has a remarkable ability to reduce the productibmethane in

particular the concentration.

Key words:
Methane fermentatiom vitro, nitrous product, reducing
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