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Introduction

L’augmentation de la température globale de la Terre, provoquée par 1’élévation de la
concentration atmosphérique des gaz a effet de serre, est devenue un sujet de grande
préoccupation. D’ou D’attention particuliére portée au méthane (CH4) qui est I'un des
principaux gaz a effet de serre, son action en ce domaine étant estimée 21 fois superieure a
celle du dioxyde de carbone (CO,). Les émissions de méthane provenant des ruminants
constituent une source importante du méthane atmosphérique (66) et son apport est estimé a
16% au phénomene de réchauffement de la planete.

Chez les ruminants, bien plus que chez tout autre animal, le réle du microbiote ruminal
dans la fonction de nutrition est capital, puisque tous les aliments ingérés sont soumis a une
digestion microbienne préalable. Les produits résultants de la fermentation microbienne
constituent alors une source d’énergic (acides gras volatils) et de protéines (cellules
microbiennes) disponibles pour le métabolisme des tissus de 1’animal. Cependant, la
fermentation ruminale engendre également des produits métaboliques non valorisables par
I’animal, principalement le CH; et le CO,. La production de méthane dans le rumen
représente une perte d’énergie sur le plan de la production animale (66), puisque une partie de
I’aliment ingéré est éructée sous forme de gaz CH, dont la formation ruminale au dépends du
CO, mobilise a perte une partie de 1’énergie métabolique microbienne (NADH,H").

L’¢tude de la méthanogénése du rumen est trés complexe, elle est basée
essentiellement sur la détermination de la steechiométrie, de la cinétique de fermentation et de
I’évaluation du potentiel énergétique des aliments, avec pour indicateur principal I’estimation
de la valeur énergétique du substrat pris dans sa totalité. Cependant, la dégradation d’un
substrat est tributaire aussi bien de sa fraction insoluble (parois végétales) que de sa fraction
soluble (contenu cellulaire). Dans ce contexte, la présente étude a pour but d’évaluer la
contribution de la dégradation spécifique des deux fractions, soluble et insoluble, a la
production de méthane digestif. Pour cela, deux substrats purs (la cellulose type 101 et
I’amidon de blé) ainsi que deux substrats originaires des zones arides (les pédicelles et les
rebus de dattes) ont été étudiés. Les pédicelles et les rebus de dattes sont des fractions du
palmier dattier (phoenix dactylifera), arbre caractéristique des zones arides en Algérie et il
génere annuellement des quantités considérables de sous produits fréquemment introduits
dans I’alimentation du bétail. Cette é¢tude est menée comparativement au foin de vesce avoine,
pris comme substrat standard de référence. Apres fermentation dans des fermenteurs
miniaturisés, la production totale de gaz (CH4 et CO,), ainsi que d’autres parametres seront

déterminés.
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Tableau 1. Les principaux gaz a effet de serre, leur pouvoir d’absorption et leur contribution

relative au phénomeéne du réchauffement de la Terre, (Selosse et al, 2000).

Gaz a effet de serre CO, CH,4 N,O | CFCs
Pouvoir relatif dabsorption du rayonnement 1 32 160 | 16 000
infrarouge, par unité de volume, ramené a
celui du CO,,
Contribution relative (en %) a I'effet de serre. 55 15 4 19




Synthése bibliographigue

1. L’effet de serre

L'effet de serre est un phénomene naturel lié a I'absorption par des composés présents
dans I'atmosphere : CO,, CH,, H,0, O3, N,O, CFC, des rayonnements Infra Rouge (IR) de
grande longueur d'onde renvoyés, par la surface terrestre. Une partie du rayonnement IR
n'est donc pas renvoyé vers l'espace. Il y alors absorption dénergie transformée en
chaleur. En réalité la présence des gaz a effet de serre est essentielle pour maintenir la vie
sur terre. En effet, sans ces gaz, notre planéte aurait une température moyenne de -18°C au
lieu de 15°C, puisque toute la chaleur provenant du soleil aurait été reflétée dans I’espace

par la surface terrestre (102).

2. les principaux gaz a effet de serre

Les principaux gaz a effet de serre (GES) sont :

- La vapeur d’eau est la plus répandue des gaz a effet de serre et en plus celui qui a

I'effet le plus important.

- Le CO; est le gaz le plus impliqué dans le phénomeéne du réchauffement de la terre.
Ce dernier provient de plusieurs sources : la respiration des animaux et des végétaux,
l'utilisation des combustibles fossiles (charbon, pétrole...) et la combustion ou la
décomposition des plantes et des arbres. C'est le principal gaz a effet serre influencé par

l'activité humaine.

- Le méthane (CH,) est le plus puissant des gaz a effet de serre, il se forme quand un
composé organique animal ou végétal se decompose en absence d'oxygéne par I’action
d’archaebactéries. Une grande quantit¢ de méthane présente dans l'atmosphere est d'origine
naturelle et provient surtout des zones humides (marécages, marais,...). Mais d'importantes

quantités de méthane proviennent aussi des décharges publiques, des rizieres et du bétail.

- L’Oxyde nitreux (NO3) provient principalement de la combustion incompléte des
sols agricoles dégradés. La part "humaine" intervient dans le domaine de 1’agriculture par

I'utilisation des engrais azoteés.

- Le Monoxyde de carbone (CO) est un gaz qui agit indirectement sur I'effet de serre.

Il influence certains cycles chimiques atmosphériques qui créent ou détruisent d'autres
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gaz a effet de serre, tels que I'ozone de la troposphére ou le méthane. Ce gaz est produit par

les carburants et les combustibles.

- L’Oxyde d’azote (NOx), DI’anhydride sulfureux (SO;), 1’ozone (Os) et les
chlorofluorocarbones (CFC-11 et CFC-12) sont des gaz, produits par I’industrie abiotique,
comme [lutilisation de combustibles fossiles, lindustrie chimique et certains appareils

ménagers.

3. Le méthane

Si le méthane est un peu a part c’est qu’il s’agit d’'un gaz dont la concentration
atmosphérique a le plus augmenté depuis 1’ére pré-industrielle (avant 1856), 5fois plus que le
CO; et 11 fois plus que le NO; (5). Sa concentration dans 1’atmosphére a quasiment doublé
depuis le début du XX*™ siécle et, bien sur, les émissions anthropogéniques en sont la cause

principale (92).

La contribution d’un gaz a effet de serre est habituellement caractérisée par un indice
appelé le potentiel de réchauffement global. 1l est calculé par rapport a une référence qui est le
COs,. Le potentiel du méthane est 60 fois supérieur a celui du CO,, le potentiel de I’oxyde
nitreux est 200 fois plus que celui du CO, (6). Certes, les émissions de CO, sont bien plus
importantes que celles du méthane (environ 96 fois plus dans les données des années 90),
mais eu égard au potentiel de réchauffement du méthane, les 2 gaz contribuent en fait de
fagon quasi-équivalente a I’effet de serre. Malgré 1’énorme potentiel de réchauffement du
NO,, la quantité émise étant trés faible par rapport au CO,, son impact n’a pas la méme

importance que celui du méthane.

Le méthane est considéré comme le deuxiéme gaz a effet de serre aprés le dioxyde de
carbone, il contribue a raison de 16% a ’effet de serre (35). Le méthane n’agit pas seulement
par absorption du rayonnement infra-rouge (IR), il est aussi responsable de la formation
photochimique d’autres gaz de serre, comme 1’0zone (O3) troposphérique. En effet, dans les
régions a fortes concentrations d’oxyde d’azote, la dégradation de méthane est accompagnée

d’une formation d’ozone troposphérique.

Une autre importance du méthane tient au fait que l’en pourrait stabiliser sa

concentration dans 1’atmosphére en réduisant les émissions anthropogéniques de 10%



Tableau 2. Sources et dépots du méthane atmosphérique (10° tonnes /an), (Demeyer
D et Fievez V. 2000).

Sources Estimation
Naturelles 150
Anthropogenes 350

Total 500
Dépots

Elimination atmosphérique 470

Elimination par le sol 30

Accumulation atmosphérique | 32

Tableau 3. Sources anthropogénes du méthane atmosphérique (10° tonnes/ an),
(Demeyer D et Fievez V. 2000).

Sources Estimation
Mines de charbon, gaz 100
naturel, industrie pétroliere

Rizieres 60

Elevage 80

Déchets d’¢levage 25
Epuration des eaux usées 25
Remplissage de terres 30
Combustion de biomasse 40

Total 360
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seulement, alors qu’il faudrait réduire de 60% les émissions de CO, pour une pareille
stabilisation.

En effet, les molécules de méthane ne restent qu’environ 12 ans dans 1’atmosphére
avant leur récupération dans les puits de carbone tels que les océans, le sol et les plantes.
Alors que les molécules de CO; y séjournent 10 fois plus longtemps (132), ¢’est pourquoi une
stratégie de réduction des emissions de CH, aurait un impact beaucoup plus immédiat sur

I’effet de serre qu’une action sur le CO», qui ne se ferait sentir qu’a bien plus long terme.

4. Les différentes sources de méthane

Les émissions de méthane ont plusieurs sources naturelles et anthropogéniques.
L’augmentation de la concentration du méthane dans 1’atmosphére est principalement liée a
celle des populations, puisque seulement 30% des émissions sont d’origines naturelles. Tandis
que le reste, c'est-a-dire les 70%, proviennent de sources anthropogénes dont les activités
agricoles qui sont présumées responsables des 2/3 de 1’ensemble de ces dernieres (101). Ces
sources sont assez bien connues et leur production semble dépasser le potentiel d’utilisation,
ce qui provoque I’accumulation du méthane dans I’atmosphére comme 1’illustre les tableaux 2

et 3.

5. Le méthane d’origine agricole
5.1. L’émission et I’absorption du CH;, par le sol

Les sols contiennent des microorganismes qui peuvent soit dégager du CHy,, soit en
consommer et le transformer en CO,, ces deux transformations dependent en grande partie de
la teneur en eau du sol. Lorsque les matiéres organiques se décomposent dans les sols
submergés ou détrempés, I’eau limite la circulation d’O, ce qui provoque la libération de

grandes quantités de CHy.

5.2. L’émission de CH, par les animaux

Une grande partie du CH, provenant des exploitations agricoles est produite par les
ruminants (vaches, moutons, chévres....). Leur systeme digestif comporte un rumen qui
permet la digestion microbienne des fourrages et conduit a la production de CH4 qui est
ensuite éructé par I’animal. Ces émissions de CH, varient selon le type d’animal et son

alimentation.
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Figure 1. Voies de dégradation anaérobie de la matiere organique, (Selosse et al, 2000).
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Le méthane provient également du fumier et des lisiers composés d’excréments
animaux. Comme toute matiére organique, ces produits sont décomposés par les

microorganismes libérant ainsi le CHy.

La participation du bétail aux émissions anthropogéniques varie localement selon
I’importance du cheptel. Mondialement, la quantit¢ de méthane émise par le bétail a été
diversement estimée. Par exemple et en million de tonnes (MT) :85-130MT, 77MT (84),
60MT (138), 8OMT (144), 75-130MT (41) ,120MT (129). Compte tenu du fait que le bétail
mondial ne décroit pas, il est raisonnable d’estimer qu’a I’heure actuelle une bonne centaine
de million de tonnes de CH, sont fournies chaque année par les animaux d’élevage. Le total
des émissions anthropogéniques, quant & lui, a été estimé a 340MT (34), 375MT (101),
385MT (41), 371MT (133). Ces chiffres montrent que les animaux d’élevage participeraient

de 26 & 29% aux émissions anthropogéniques.

6. Biochimie et microbiologie de la dégradation anaérobie ruminale

La dégradation anaérobie est la voie microbienne qui, en absence d’oxygéne
moléculaire, minéralise la matiere organique en produisant un biogaz carboné. Ce mécanisme
nécessite des conditions physico-chimiques adéquates pour que les groupes microbiens
successifs impliqués soient actifs. Le métabolisme anaérobie est mis en évidence par la
production de composés gazeux le méthane (CHa) et de dioxyde de carbone (CO2).
Le processus de biodégradation anaérobie de la matiére organique se déroule en quatre étapes

biochimiques réalisées par trois groupes bactériens formant une chaine trophique.

6.1. Hydrolyse

Cette premicre étape est réductrice et 1l s’agit plus généralement d’une
dépolymérisation (110).

Les exo-enzymes les plus rencontrées sont des hydrolases. Les liaisons covalentes
susceptibles d’étre clivées sont des liaisons de type esters, osidiques et peptidiques
appartenant respectivement aux lipides, glucides et protéines.

L’hydrolyse des polysaccharides libére des oses. L’hydrolyse des protéines conduit a
la formation de peptides, d’acides aminés, de dioxyde de carbone, d’azote ammoniacal et de
composés sulfurés. L'hydrolyse des lipides conduit essentiellement a la formation d’acides
gras volatils et d’acides gras a longues chaines (LCFA). Ainsi, tous les substrats organiques

peuvent subir une hydrolyse. Les produits solubles issus des dépolymérisations s’ajoutent a la
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fraction déja soluble de la matiére organique. Cette mise en solution et la taille des particules
autorisent leurs transports a travers les membranes microbiennes pour servir de substrat

métabolique initial.

6.2. Acidogenése

Les produits d’hydrolyse sont métabolisés pour libérer les acides gras volatils (acides
acétique, propionique, butyrique, valérique, caproique, ...), des alcools et de 1I’hydrogéne
(Ho).
Les micro-organismes rencontrés sont généralement de mémes genres que ceux de la phase

d’hydrolyse. C’est pourquoi ces deux phases sont généralement considérées comme une seule.

6.3. Acétogenese

Au cours de cette étape, I'oxydation des substrats (surtout les acides propionique et
butyrique et I'éthanol) est couplée a la formation d'hydrogene et d'acétate. Lorsque la pression
partielle en hydrogene s'éléve, cette oxydation est thermodynamiquement impossible (réaction
endergonique). Par conséquent, la croissance de la flore acétogéne et I'utilisation du substrat
dépendent strictement de I'élimination de I'hydrogeéne du milieu par les microorganismes
méthaniques. Cette association syntrophique avec des bactéries méthanogenes

hydrogénophiles permet de rendre les réactions endergoniques possibles.

6.4. Méthanogenese

Contrairement aux étapes précédentes ou la diversité des genres microbiens est reliée a
la variété des substrats, les archaebactéries méthanogenes forment un groupe restreint. Leurs
substrats sont des molécules a un ou deux atomes de carbone, tels que les composés

monocarbonés (formate, ...), le couple CO2/H2 et I’acétate.

7. La production de méthane digestif par les ruminants

La production de méthane par les animaux est essentiellement d’origine digestive. Elle est due
a la présence d’Archaa bactéries dans le tube digestif, qui mobilisent 1’hydrogéne produit au
cours de la fermentation de la matiere organique (MO) par les bactéries anaérobies. Ce
processus métabolique, joue un role primordial dans ’efficacité de la digestion microbienne
chez les ruminants. En effet, le rumen est un compartiment situé au début de ’appareil

digestif ou les aliments ingérés sont stockes et digérés pendant plusieurs heures



Hydrates de carbones
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Figure 2. Types d’hydrates de carbones présents dans le matériel végétal.
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avant d’étre évacués vers I’estomac et la partie distale du tube digestif. Son volume qui est de
I’ordre de 100 litres chez la vache adulte, permet d’accumuler des quantités importantes
d’aliments qui sont alors soumis a une digestion et une fermentation anaérobies par une
population microbienne dense et variée (10'° bactéries, 10° protozoaires et 10* champignons
par mL de contenu ruminal). Ce microbiote dégrade de maniere collective les polysaccharides
des plantes en AGV, biomasse microbienne et gaz (CH4, CO,).

Pour I’animal hote, les AGV constituent la majeure source d’énergie (60-75% de 1’énergie

d’ingestion), cependant la production de méthane représente une perte d’énergie moyenne de
6%. (50, 59,66).

7.1. La fermentation dans le rumen
7.1.1 Métabolisme des carbohydrates

Les glucides représentent une proportion importante (70-80%) des substances
organiques ingérées par les animaux ruminants. lls sont situés dans la paroi et le contenu
cellulaire. La paroi cellulaire est constituée a raison de 75 a 90% par des glucides, cellulose et
hémicellulose, ou par des molécules qui leur sont biochimiquement proches, les substances
pectiques qui sont plus ou moins hydrolysées et fermentées dans le rumen selon leur
complexité structurale et leurs intéréts énergétiques et nutritionnels.

Les glucides des contenus cellulaires sont essentiellement constitués d’amidon et de sucres
solubles (Figure 2).

La dégradation de ces carbohydrates peut étre divisée en deux phases :

-Phase de dégradation des glucides

Cette 1 phase de la dégradation ruminale des polyholosides des rations, aboutie & la
formation de molécules glucidiques simples ou oses, le glucose particulierement. Ce
processus de dégradation est lent pour les glucides des parois végétales : 2 a 10% dégradé/
heure contre 15 a 60% / heure pour les amidons et 5 a 10% /minute pour les sucres solubles.
L’amplitude de la digestion des glucides pariétaux varie largement, de 10 a 90%, selon

I’aliment considéré. Ces variations sont notamment liées :

*A la présence de certaines molécules organiques qui ne sont pas dégradées par les
micro-organismes : lignine, tanins, cutine et qui incrustent ou englobent les glucides des

parois cellulaires les rendant ainsi moins accessibles aux enzymes.



Tableau 4 : Estimation de la quantité des principaux produits terminaux résultant de la
fermentation anaérobie de 1kg de matiére organique dans le rumen, (Sauvant, 2002).

Produits terminaux de la fermentation Quantité
Acide acétique 6,7 moles (=3500)
Acide propionique 3,10 moles (=1309)
Acide butyrique 1,09 moles (=509)
Acides Gras Volatils 0,9 moles (=30g)
Méthane 2,71 moles
Dioxyde de carbone 6,97 moles
Adénosine triphosphate 22 a 24 moles
Matiére organique microbienne 300g
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*Au temps de présence des particules alimentaires dans le rumen, a I’exemple du

broyage qui diminue le temps de séjour et donc leur accessibilité aux enzymes microbiennes.

-Phase d’élaboration des produits terminaux de la fermentation

Cette seconde phase correspond a un processus de fermentation des oses, mécanisme
logique en raison des conditions d’oxydoréduction qui régnent dans la panse. Les glucides a 6
atomes de carbone sont hydrolysés par la glycolyse, en deux molécules a 3 atomes de carbone
qui sont transformées en acide pyruvique. Cet acide est ensuite rapidement impliqué dans 3
voies métaboliques principales. 11 peut étre décarboxylé pour donner de 1’acide acétique et du
gaz carbonique (CO,). Ces deux éléments constituent les deux principaux produits terminaux
des fermentations ruminales et en raison du pouvoir réducteur du milieu et de son rapport
NADH2/NAD élevé, le CO; est en partie transformé en méthane. L’acide acétique est en
partie transformé en acide butyrique, autre produit terminal de fermentation. L’acide
pyruvique peut étre impliqué dans 2 autres voies métaboliques qui aboutissent a la formation
d’acide propionique. Dans les conditions habituelles, les proportions molaires des acides
acétique, propionique et butyrique sont de 1’ordre de 60-70%, 15-25% et 10-15%

respectivement (120).

A partir de la digestion et de la métabolisation des glucides, les microorganismes de la panse
¢laborent une partie de leurs substances et surtout les molécules d’ATP nécessaires a leur
croissance. Le niveau de production de gaz et des trois acides gras volatils principaux évoqués
est globalement proportionnel a la quantité de substrat glucidique ou organique dégradé et a la

prolifération des micro-organismes (Tableau 4).

7.2. Les voies métaboliques de la méthanogenese dans le rumen

Environ 70% de la MO digestible est dégradée puis fermentée dans le rumen par des
enzymes uniquement d’origine microbienne. La fermentation anaérobie des équivalents
glucoses issus des polysaccharides cellulosiques ou amylacés conduit a la formation de co-
facteurs réduits tels que le NADH. Ceux-ci doivent étre réoxydés en NAD" et H, pour que le
processus fermentaire se poursuive. Le NAD" est régénéré par transfert d’électrons vers des
accepteurs autres que 1’oxygéne en milicu anaérobie (40). Le CO; est le principal accepteur
d’électrons dans le tube digestif en général et dans le rumen en particulier (68). La présence
d’hydrogeéne, méme a 1’état de trace, inhibe 1’activité de la plupart des bactéries qui utilisent

des hydrogénases pour régénérer le NAD" (96).
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Figure 3. Voies majeures de la fermentation des carbohydrates par les bactéries du rumen,
(Russell et Rychlik, 2001).
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Les bactéries cellulolytiques et xylanolytiques sont, de ce fait, trés sensibles a I’apparition
d’hydrogéne libre dans le milieu fermentaire. Seules les bactéries possédant des ferridoxin-
linked pyruvate oxydoréductases peuvent métaboliser le glucose en présence d’hydrogene
libre (94).

Bien que I’hydrogéne soit 1'un des produits terminaux majeurs de fermentation des
protozoaires, des champignons et de certaines bactéries, il ne s’accumule jamais dans le
rumen car il est rapidement utilisé par des bactéries hydrogénotrophes. La collaboration
efficace entre les bactéries fermentaires et les bactéries utilisatrices d’hydrogene dans le
rumen est appelée «transfert interspécifique d’hydrogéne » (63). Cet échange peut se faire au
niveau cellulaire puisque des bactéries méthanogenes colonisent la surface externe ou vivent

dans le cytoplasme des protozoaires ciliés.

Dans le rumen, le méthane constitue la principale voie d’élimination de I’hydrogene a travers
la réaction suivante : CO, + 4H, —  CHj4 + 2H,0, alors que la voie de 1’acetogénése est
dominante dans D’intestin : 2C0O2 + 4H, - CH3-COOH + 2H,0. Le transfert de
I’hydrogéne vers les méthanogenes est bénéfique pour la dégradation des carbohydrates de la
paroi cellulaire comme il a été montré in vitro par Wolin et Miller avec des bactéries (152),
par Bauchop et Mountfort (18) avec des champignons, et par Ushida et Jouany (145) avec des
protozoaires. Ces résultats ont été confirmés in vivo chez des agneaux gnotoxeniques avec ou
sans méthanogenes (49), (Tableau 5).

L hydrogéne métabolique, sous forme de protons réduits (H"), peut étre également utilisé
durant la synthese des AGV ou étre incorporé a la matiére organique microbienne. La

stoechiometrie des principales voies fermentatives peuvent étre résumées comme suit :

Réactions productrices d’H2
Glucose —» 2 pyruvates + 4 H".
(Voie d’Embden Meyerhof- Parnas).

Pyruvate + H,O — acetate (C2) + CO, +2H".

Réactions utilisatrices de ’H2

Pyruvate + 4H=—— propionate (C3) + 2H,0.
2(C2) + 4H" ——  butyrate (C4) + 2H,0.
CO2+8H" —» méthane (CHy4) + 2H,0.



Tableau 5. Dégradation (%) de la matiere séche de paille in sacco dans le rumen d’agneaux

gnotobiotiques en présence ou en absence de méthanogénes, (Demeyer D., Fievez V. 2000).

Période Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4
d’incubation (h)
Méthanogenes Méthanogenes Méthanogenes Méthanogenes
- + | - + - + - +
24 14,3 24,3 | 18,3 23,3219 22,0 | 18,5 24,2
48 20,5 30,0 | 23,9 29,5 | 21,6 27,4 | 23,0 29,0
72 20,8 31,9 | 25,6 31,6 | 23,3 30,3 | 24,8 31,1

(+) : présence de méthanogenes, (-) : absence de méthanogenes
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L’ensemble de ces réactions montre que la production d’acétate est reliée a la production de
CHy,, alors que celle du propionate est reliée a la production de CO.. Il existerait egalement
une relation inverse entre la production de propionate et celle de CH,. D’autres travaux ont
montré que les concentrations de CH, et de CO, évoluent en sens inverse au cours de la
journée ; les concentrations de I’un étant maximales dans le contenu ruminal au moment ou

les concentrations de 1’autre sont minimales (147).

7.3. Les microorganismes impliqués dans le métabolisme de I’H; digestif

Dans le rumen, ’H2 est un produit intermédiaire clé résultant de la dégradation des
parois cellulaires des plantes par les microorganismes cellulolytiques, comme Ruminococcus
albus et Ruminococcus flavefaciens et les champignons anaérobies (47,134). L’H, ne
s’accumule jamais dans le rumen parce qu’il est rapidement utilisé par les méthanogenes, qui
sont les microorganismes utilisateurs d’hydrogene dominants (152). Les bactéries acétogeénes
hydrogénotrophes sont aussi capables d’utiliser I’hydrogéne pour la production d’acétate. Ces
derniéres peuvent cependant étre de trés bons candidats pour entrer en compétition avec les
méthanogénes et leur acétogénése peut représenter donc une alternative bénéfique a la

méthanogénése qui constitue une perte d’énergie pour le ruminant.

7.3.1. Les méthanogenes

La méthanogénese biologique est le résultat de 1’activité de microorganismes
anaérobies stricts, les Méthanogénes qui appartiennent tous au groupe des Archaea (151)
et qui peuvent étre différenciés d’autres microorganismes par le fait qu’elles produisent le
CH, comme produit catabolique majeur (22). Ce groupe se distingue des autres bactéries par
une génétique tres différente.
Les particularités des Archaea par rapport aux deux autres domaines du vivant (Bactéries et
Eucaryotes) sont les suivantes :

e La structure et la chimie des parois cellulaires, atypiques (absence du polymere
peptidoglycane classique chez les bactéries, dans leur paroi cellulaire).

e La structure lipidique de leur membrane cytoplasmique : les lipides des
archéobactéries consistent en de longues chaines dalcool isopréniques attachées au
glycérol par des liaisons éther, alors que les autres organismes fabriquent les lipides de
leurs membranes en assemblant deux chaines d'acides gras avec une molécule de

glycérol par l'intermédiaire d'une liaisons ester.



Tableau 6. Méthanogénes isolées a partir du rumen, (Mc Allister et al, 1996).

Microorganisme Morphologie Source d’énergie
Methanobrevibacter Batonnets courts H2/formate
ruminantium
Methanobrevibacter sp. | Batonnets courts H2/formate
Methanosarcina barkeri | Cocci irréguliers H2/methanol

methylamines/acetate

Methanosarcina mazei Cocci HZ/methanoI
methylamines/acetate

Methanobacterium Batonnets longs et H2/formate
formicicum filamenteux
Methanomicrobium Batonnets courts H2/formate

mobile
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e La présence d'’ARN polymérases inhabituelles, beaucoup plus complexes que les
ARN-polymeérases des bactéries et étonnamment proches de celles des eucaryotes.

e Un chromosome circulaire de type bactérien mais comportant des génes en mosaique
similaires a ceux des eucaryotes.

e Les protéines intervenant dans les processus de réplication et de réparation de I’ADN
ressemblent a celles rencontrées chez les eucaryotes.

e Leur métabolisme qui est exclusivement méthanogene, la présence d’une chaine
d’enzymes et de co-facteurs uniques, assurant la méthanogenese comme dépét final
d’hydrogéne gazeux. La chaine assure la réduction du CO, en stades successifs et

dépend pour son activité de coenzymes liés a des oligo-éléments.

Les méthanogénes du rumen se développent uniquement dans un environnement dont le
potentiel redox est inférieur a -300mv (134). L’équipement enzymatique des archaebactéries
méthanogénes est sensible a I’oxygene méme a 1’état de traces. Des conditions d’anaérobiose
stricte sont donc nécessaires pour I’expression de leur métabolisme. Il existe deux groupes de

méthanogenes :

» méthanogenes acétoclastes convertissant lI'acétate en dioxyde de carbone et méthane.

» méthanogenes hydrogénophiles ayant comme substrats uniques le dioxyde de carbone
et le dihydrogene pour former du méthane et de 1’eau.

Plusieurs especes méthanogenes ont eté isolées chez les ruminants mais quelques unes
seulement ont été trouvées en nombre élevé (135). 1l est probablement admis que la majorité
des especes méthanogénes du rumen ne sont pas encore identifiées (115). Les especes
méthanogenes les plus communes, isolées a partir du rumen, appartiennent aux genres :
Methanobrevibacter, Methanomicrobium, Methanobacterium et Methanosarcinia (Tableau
6). Le statut taxonomique des méthanogenes isolées du rumen n’a pas été établi de maniére
adéquate et nécessite une analyse a 1’échelle moléculaire pour plus de clarification (95). Les
méthanogenes sont fréqguemment retrouvés en association avec les protozoaires (45, 79, 140,
141, 74, 136). Des études récentes utilisant ’ARNr 16s de différentes familles de
méthanogeénes ont montré que certaines vivent a 1’état libre dans le fluide ruminal (free

living) (128).
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Bien que I’H», le formate, I’acétate, le méthanol, et les mono, di et triméthylamine sont des
substrats potentiels pour les méthanogénes, seulement I’H,/CO; et le formate sont utilisés
comme des précurseurs de méthane dans le rumen (96). Les réactions impliquées dans la

production du méthane sont leur seul mécanisme générateur d’énergie.

7.3.2. Les protozoaires

Le rdle des protozoaires dans la formation du méthane est tres intéressant car il a été
établi que virtuellement toutes les bactéries attachées aux protozoaires sont des méthanogenes
(144) et que ces bactéries sont responsables de 25 a 37% de la production totale de méthane
(45, 106). L’élimination de la population des protozoaires par défaunation entraine une

modification de la population bactérienne ruminale.

7.3.3. Les acetogenes

Ce sont les bactéries majeures impliquées dans [’utilisation de ’H2 dans le gros
intestin tandis que leur population dépasse rarement la concentration de 10°/ ml trouvé dans le
rumen des ruminants adultes (97). Elles apparaissent dans le rumen tét aprés la naissance des
agneaux (98), et leur population décroit lors du développement des méthanogenes ce qui
permet de confirmer la grande compétition entre les deux utilisateurs d’Hp.
Lorsqu’elles sont inoculées chez des agneaux gnotobiotiques isolés sans méthanogenes, elles
peuvent atteindre des concentrations de 10%a 10°mI™, I’inoculation de méthanogénes chez ces
animaux gnotobiotiques induit une diminution dans la concentration des acétogenes et donc
I’utilisation quasi-compléte de I’H, a partir d’H, libre disparait. Cela veut dire que les
acétogenes et les méthanogenes sont en compétition et que les méthanogeénes tirent toujours
avantage de cette compétition comme il a été confirmé par Demeyer et al (36), Levan et al
(78). Contrairement aux méthanogenes, les acétogénes peuvent utiliser d’autres sources que
I’hydrogéne pour produire de 1’énergic. En effet, la présence de nutriments nombreux et
abondants dans le rumen détourne vraisemblablement les acétogénes de [’utilisation de
I’hydrogeéne pour produire de I’énergie et assurer leur croissance. En revanche, I’efficacité
thermodynamique des Archaea dans I’utilisation de 1’hydrogéne qui constitue leur seule
source d’énergie, les rend particulierement compétitives dans les transferts interspécifiques
d’hydrogéne. Les acétogénes introduites dans des rumens d’agneaux gnotoxéniques sans
méthanogenes se développent mais n’utilisent que peu d’hydrogéne du fait de leur

hétérotrophie (98).
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8. Facteurs influengant la méthanogénése ruminale
De nombreux facteurs influencent le profil fermentaire et donc la méthanogénése dans

le rumen, parmi ces facteurs citons :

8.1. L’animal

Il a été montré que la méthanogénese présentait des variations significatives, lorsque le
contenu du rumen est prélevé avant le repas, sur plusieurs moutons alimentés avec une méme
ration a base de foin. Ces profils différents sont sans doute liés a des populations
microbiennes ruminales différentes, dont la nature pourrait étre déterminée par la cinétique de
salivation et donc de vidange du rumen. Le pH et ’activité des protozoaires sont également
deux parametres non seulement déterminés par la nature et le niveau de 1’alimentation mais
aussi par le contrdle, via 1’animal, de la cinétique et du volume du contenu du rumen. De
méme Teacher et al (137) ont montré que la population de protozoaires peut varier
énormément entre animaux nourris avec la méme ration. La présence de protozoaires est
associée a des taux de méthanogénese importants et un renouvellement élevé des protéines
microbiennes dans le rumen mais ils assurent aussi une limitation des productions d’AGV et

donc de chute du pH, en raison du stockage temporaire de glucides solubles et d’amidon
(103).

8.2. Effet des caracteéristiques du régime alimentaire

8.2.1. Matiere organique digestible

L’émission de méthane est étroitement liée a la quantit¢ de la matiére organique
ruminale fermentée ou a la quantité de la matiere organique digestible, puisque plus de 50%
de la digestion se déroule dans le rumen. Quand la digestibilité de 1’énergie augmente de 10%,
les pertes d’énergie sous forme de méthane augmentent de 0,47 points dans le cas d’un régime

a base d’aliment grossier et de 0,74 points dans le cas d’un régime mixte (26).

8.2.2. Le temps de sejour dans le rumen et le taux d’ingestion

Une réduction de la production du méthane est envisagée quand le temps de séjour de
I’aliment dans le rumen est réduit, puisque la digestion ruminale décroit et les archaebactéries
méthanogénes sont moins compétitives dans de telles conditions. De plus, une vitesse de
passage rapide favorise la production du propionate et [’utilisation convenable de

I’hydrogene.
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8.2.3. Source de carbone et voie de la fermentation

Puisque les proportions des AGV sont influencées par la composition de la matiére
organique du régime alimentaire, principalement par la nature et la vitesse de fermentation
des carbohydrates, toutes ces caractéristiques alimentaires auront de larges effets sur la
production de méthane. Un régime riche en amidon, qui favorise donc la production du
propionate, diminuera le ratio méthane/MOF dans le rumen. L’effet d’un tel régime sur le pH
ruminal peut aussi expliquer I’effet observé sur 1’émission de méthane. Au contraire, un

régime a base d’aliment grossier entraine une augmentation de ce ratio (méthane /MOF).

D’autres caractéristiques du régime alimentaire peuvent aussi influencer 1a production de
méthane elle s’accroit quand des fourrages secs et matures sont utilisés comme aliment ou
quand ces fourrages sont hachés de maniére grossiere plutdt que d’étre finement moulus
(100). Elle décroit quand ces fourrages sont préservés en silots (100). Il a été montré que les
traitements alcalins utilisés pour stimuler la dégradation des constituants de la paroi cellulaire,

entrainent une augmentation de la perte d’énergie sous forme de méthane.
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1. Matériel végétal

Les aptitudes fermentaires du microbiote ruminal d’ovins vis-a-vis des constituants de
la paroi végétale sont étudiées sur des sous produits de la phoeniciculture. 1l s’agit des
pédicelles et des rebus de dattes. La fermentation de ces substrats est comparativement
¢tudiée a un substrat standard, le foin de vesce avoine, fourni par 1'unité d’¢levage des
ruminants de Ain M’lila. La fermentation des substrats purifiés : I’amidon de blé et la
cellulose type 101 (SIGMA CHEMICAL CO, Saint Louis USA), a été également étudiée.
Tous les substrats sont séchés a 60°C pendant 48 heures, excepté les rebus de dattes, dont le
séchage est effectué a une température de 45°C. L’ensemble des substrats est ensuite broy¢ et

calibré a 1mm.

2. Matériel animal

Les animaux utilisés comme source d’inoculum sont des ovins, choisis de maniére
aléatoire, d’age et de sexe différents et paturant sur des parcours naturels, selon les
déclarations des propriétaires (un régime alimentaire libre et non défini). Ils sont sacrifiés aux
abattoirs municipaux de BOUSSOUF.

3. Protocole experimental

3.1. Analyse chimique des substrats

L’analyse chimique est la méthode la plus simple et pour évaluer les produits
alimentaire des ruminants (110). La plupart des informations existantes concernant la
composition chimique des aliments est basée sur des analyses approximatives qui ont été
développées par Henneberg et Stohman (87). Ces derniéres devenues archaiques et imprécises
ont été soumises a de nombreuses critiques concernant les fibres brutes, la matiére séche et la
maticre azotée (87). L’alternative pour I’estimation des fibres proposée par Van Soest est
maintenant la plus acceptée. Elle a été développée comme procédure pour quantifier les

constituants de la paroi cellulaire, principalement au niveau du matériel vegétal.

3.3.1. Lateneur en matiere seche
La mati¢re séche est déterminée apres dessiccation d’1g de chaque échantillon dans
une étuve a 105°C jusqu’a poids constant. La différence de poids correspond a la perte

d’humidité et le résidu représente donc la teneur en matiére seche.
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3.3.2. La teneur en matiere organique et minérale
La matiere minérale correspond au résidu obtenu aprés incinération d’1g de chaque
échantillon sec dans un four a moufle a 550°C pendant 6 heures. La perte de poids correspond

a la matiére organique et le résidu aux cendres.

3.3.3. La teneur en sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est realise suivant la méthode de Duboix., 1956 (37), dont
le principe est le suivant : les sucres en présence d’acide sulfurique concentré a 95% et a
chaud se déshydratent et forment des composés méthyles furfurals, ces derniers se condensent
avec un agent organique (le phénol) et donnent une couleur jaune orange dont la DO est
mesurée a 488nm. Les valeurs obtenues sont traduites en concentration par référence a une

courbe d’étalonnage préalablement établie. (Annexe 3)

3.3.4. Dosage des NDF (neutral detergent fiber)

La teneur en NDF (cellulose, hemicellulose et lignine) est estimée par la méthode de
Van Soest (146). Les substrats sont traités par une solution NDS (Neutral Detergent Solution)
(Annexe 2). lls sont ensuite filtrés a travers des creusets en verre fritté. Les résidus obtenus

sont séchés a 60°C pendant 48 heures.

3.3.5. Dosage des ADF (acid detergent fiber)

La teneur en ADF des substrats, est estimée par la méthode de Van Soest (146) qui
consiste a traiter les substrats par une solution ADS (solution détergente a base de
cethylethylammonium, suivie de sa filtration sur des creusets en verre fritté). Les résidus,

constitues essentiellement de cellulose et de lignine, sont séchés a 60°C pendant 48 heures.

4. Etude de la fermentescibilité des substrats

4.1. Technique de la production de gaz in vitro

La technique de production de gaz in vitro, développée par Menke et al (90), est une
simulation de la digestion dans le rumen. C’est une technique rapide, simple et peu coliteuse
qui offre une trés bonne méthode pour prédire la dégradation et la digestibilité des nutriments.
Elle permet parallelement I’étude des produits terminaux de la fermentation ruminale qui

affectent I’environnement.
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4.2. Description du systéme de fermentation

La fermentation est réalisée dans des seringues en polypropyléne de 60 ml de capacité. Le
bout de la seringue est connecté a un tuyau en téflon de 5 cm de longueur qui est ferme avec
une pince de MOHR pour éviter la sortie des gaz produits lors de la fermentation. Les pistons
des seringues sont préalablement lubrifiés avec de la graisse silicone, pour faciliter leur

mouvement et prévenir I’échappement de gaz.

4.3. Source d’inoculum

Le prélévement de I’inoculum (jus de rumen) est effectué sur des ovins sacrifiés aux
abattoirs de BOUSSOUF. Il est préparé immédiatement apres I’abattage et I’éviscération, a
partir du contenu ruminal de 3 animaux différents. Cet inoculum est recueilli dans des
thermos préalablement chauffes a 39°C et saturés en CO2. lIs sont hermétiquement fermés et
transférés directement au laboratoire ou ils sont traités, au plus tard dans les 2 heures qui

suivent la collecte.

4.4. Préparation de I’inoculum

Le milieu de fermentation est obtenu en mélangeant un volume de jus de rumen filtré avec
2 volumes de salive artificielle (Annexel). Cette solution de couleur bleue est un mélange
composé de : 475ml d’eau distillée, 0,12ml de la solution des micromminéraux, 240ml de la
solution tampon, 240ml de la solution des macrominéraux, 1,22 ml de la solution de
résazurine et enfin 100ml de la solution réductrice. Cette derniére est chauffée jusqu’au virage
de la coloration bleue vers le rose, puis un barbotage est assuré en profondeur par un flux
continu de CO, jusqu'a ce que la solution devienne incolore. A ce moment, le jus de rumen est
ajouté, puis un barbotage en surface est maintenu pendant15 min afin de créer une atmosphere

totalement anaérobie.

4.5. Inoculation

Pour chaque substrat, 3 seringues contenant 200mg de matiere séche sont incubées avec
30ml du milieu de culture (jus de rumen + solution tampon). Des seringues témoins, ne
contenant pas de substrat (uniquement le milieu de culture), sont incubées dans les mémes

conditions.
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4.6. Incubation

Les seringues inoculées, sont incubées dans une étuve a agitation rotatoire (type
GFL3033) a 9 tours/min et a 39°C pendant 96 heures.
Le suivi de la cinétique de fermentation est réalisé par la mesure du volume total des gaz
produits lors de la fermentation. Il est indiqué par le déplacement du piston sous la pression
des gaz libérés a différents intervalles de temps : 2, 4, 6, 8, 24, 48,72 et 96 heures.
Les volumes de gaz, enregistrés sont traités par le model exponentiel propose par Orskov et
Mc Donald., 1979, (107), a fin de déduire les paramétres caractéristiques de la production de
gaz.

Y=A+B (1- €%

Y : production totale de gaz.

A : production de gaz a partir de la fraction soluble.
B : production de gaz a partir de la fraction insoluble.
A+B : production potentielle de gaz.

C : vitesse de la production de gaz.

5. Détermination de la digestibilité apparente de la matiére seche des substrats
Apres 96 heures de fermentation, le contenu de chaque seringue est centrifugé a 12000
tours/min pendant 20min et a 4°C. Le culot recupéré est seche dans des creusets en porcelaine

a 60°C pendant 48 heures. Le coefficient de digestibilité apparente est calculé comme suit :

CDA% = [msi-(msrs-msrp)/msi]* 100
msi : matiére seche initiale (introduite).
msrs : matiere seche résiduelle du substrat incubg.

msry, - moyenne de la matiére séche résiduelle des seringues témoins (blanc).

6. Etude qualitative et quantitative des gaz produits
La production réelle de gaz dans chaque seringue correspond au rapport entre la
production de gaz aprés 96 heures soustraite du volume de gaz enregistré a to et celui du

volume de gaz moyen produit par le blanc et la matiére seche introduite :

(TGP)V96mI/200mg MS = (V96-V0-VB)*0.2/MS introduite.
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Le volume des gaz produits (CH4 et COy), est déterminé par un traitement a la soude (NaOH
10N) (44). Les gaz produits a chaque intervalle de temps sont transférés dans une autre
seringue. Cette derniere est injectée de maniére étanche par la soude qui réagit avec le CO,
par absorption, entrainant le déplacement du piston d’un volume correspondant au volume de
CHj,. Le volume de CO; est déterminé par soustraction du volume net de CH,4 enregistré, par

rapport au volume de gaz total produit.

7. Méthode de séparation de la fraction soluble

La fraction insoluble est récupérée par traitement du substrat brut a la solution d’NDS
(procédure décrite par Schofield et pell) (124). La production de gaz a partir de la fraction
soluble est estimée par soustraction de la production de gaz due a la fraction insoluble de celle
du substrat total brut (32).

8. Analyse statistique

Les données de 1’analyse chimique, et celles de la production de gaz et ses parametres
ont été soumises a une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur, par I’utilisation du
logiciel informatique STATISTICA.5.
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Tableau 7. Composition chimique des substrats étudiés (% de MS)

Substrat MS MM MO NDF ADF ST
a b a c b a
Rebus de | 91,29+0,03 | 4,2+0,2 95,8+2,3 45 75+1,93 | 32,82+051 | 79,35+1,34
dattes
a a b a a C
Pédicelles | 92,13+0,7 | 6,29+0,5 | 93,71+0,35 | 78,09+1,2 52,3+0,65 25,5+0,65
b ab a b b b
Foinde |90,2+0,01 | 5,8+0,17 | 94,2+0,4 61,59+1,77 | 32,77+3,22 | 29+ 0,75
vesce
avoine

MS : matiere séche, MO : matiere organique, MM : matiere minérale, NDF : neutral
detergent fiber, ADF : acid detergent fiber, ST : sucres totaux, les moyennes dans la méme
colonne affectées de lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05).
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1. Composition chimique

L’analyse chimique est la méthode la plus simple pour apprécier la qualit¢ des produits
alimentaires destinés aux animaux ruminants. Cette derniere fournit une premiere évaluation
du potentiel nutritif de 1’aliment qu’elle divise en plusieurs fractions décrites dans le tableau
7, Pedraza (111) : la matiere seche, la matiere organique, la matiere mineérale, les sucres
totaux, la fraction NDF (cellulose, hemicellulose, lignine) et la fraction ADF
(cellulose et lignine).

1.1. La matiére séche

Le tableau 7 montre que les substrats étudiés présentent de fortes teneurs en matiére séche
(MS). Les pédicelles et les rebus de dattes ont un poids sec significativement similaire : 92,13
%et 91,29% respectivement, contrairement au foin de vesce avoine qui contient plus d’eau, sa
MS étant de 90,2%. Ces faibles taux d’humidité pourraient s’expliquer par I’origine aride des
substrats étudiés et recoupent ceux publiés par d’autres auteurs. Ainsi, une teneur en matiere
séche MS presque identique correspondant a 88,5% est détectée pour le foin de vesce avoine
par Vitti et al (148). Mais d’autres auteurs ont signalés une valeur plus faible, soit 65,8% (53).
Pour les rebus de dattes nos résultats sont comparables a ceux rapportés par certains auteurs
(12, 52, 115). 1l en est de méme pour les pédicelles (11). Toutefois, les faibles variations
observées s’expliqueraient par les différents stades végétatifs et la saison de récolte des

substrats, souvent non mentionnés dans la littérature.

1.2. La matiére organique

Le contenu des échantillons en matiere organique est présenté dans le tableau 7. Les taux en
matiere organique sont statistiquement similaires (p>0,05), soit 95,8%, 94,2% et 93,71%
respectivement pour les rebus de dattes, le foin de vesce avoine et les pédicelles. En ce qui
concerne le foin de vesce avoine, ce taux en MO est comparable a celui indiqué par certains
auteurs qui enregistrent des valeurs de : 88,5% et 93,1% (52,133). Pour les pédicelles, la
teneur en MO est du méme ordre que les résultats rapportés par la littérature (12). Quant aux
rebus de dattes une valeur de (98,07%) légerement supérieure a la nétre est donnée par
Guettitcha (52). Les variations notées sont probablement dues aux conditions climatiques et
surtout aux variations de températures et de pluviométrie qui determinent la composition
chimique de la plante. Le stade végétatif de récolte, a aussi une influence sur la teneur en

matiere organique des substrats.
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1. 3. La matiére minérale

Comme la matiere minérale (MM) est le complément a 100 de la matiére organique apres
incinération, il est logique que les teneurs en MM soient inversees par rapport aux teneurs en
MO (Tableau 7). Il apparait clairement que tous les substrats renferment de faibles teneurs en
matiére minérale avec 6,29%, 5,8% et 4,2% respectivement pour les pédicelles le foin de
vesce avoine et les rebus de dattes. Ces valeurs sont comparables a celles enregistrées par
d’autres auteurs travaillant sur les mémes substrats. Pour le foin de vesce avoine les valeurs
de MM signalées sont proches des nbtres soient 5,6% et 5,08% (12,109), tandis que d’autres
auteurs indiquent des taux légérement supérieurs mais restant du méme ordre 6,4% (147).
Pareillement pour les rebus de dattes et les pédicelles, des taux similaires de (1,96% et 6,3%)
sont également notées (12).

Les faibles variations de la concentration en éléments minéraux, notées par les différents
auteurs sont dues a I’origine des substrats, autrement dit, au type du sol, au climat, au stade de

maturité et a la saison de récolte (76, 131, 142).

1.4. La teneur en sucres totaux

Le contenu en sucre totaux montre une différence significative (p<0,05) en terme statistique
pour les trois substrats testés: rebus de dattes, foin de vesce avoine et pédicelles qui
enregistrent des valeurs de 79,35%, 29% et 25,5% respectivement (Tableau7). Les rebus de
dattes sont trés riches en sucres totaux, comparativement au foin de vesce avoine et aux
pédicelles qui renferment des taux relativement inférieurs. Les résultats obtenus avec les rebus
de dattes recoupent ceux de la littérature (11, 130), les faibles variations notées sont
probablement dues aux variétés de dattes utilisées, souvent non signalées par les auteurs. Pour
le foin de vesce avoine, les valeurs obtenues sont trés proches de celles rapportées par
Pedraza., 1998 (111). Les différences notées entre les pédicelles et les rebus de dattes peuvent
s’expliquer par la partie phénologique qu’occupe chaque substrat, a savoir tige et fruit
respectivement. Ainsi, la fraction anatomique semble étre un facteur influencant les teneurs en
sucres totaux. A cet effet s’ajoute également celui de 1’age avancé des plantes au moment de
la récolte. En effet, la littérature scientifique rapporte que I’effet négatif sur la digestibilité des
plantes est du en grande partie au contenu élevé en parois cellulaires. Givens et al (54), en
travaillant sur le mais, ont expliqué cet effet par la translocation des glucides, principalement

les monosaccharides, des feuilles vers les graines sous forme d’amidon.
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1.5. La composition de la paroi cellulaire

D’une maniére générale, les trois substrats étudiés présentent une composition pariétale
différente (p<0,05), Pour la fraction NDF (parois totales) les résultats obtenus ont permis de
les classés par ordre croissant comme suit :

Rebus de dattes > foin de vesce avoine > pédicelles. Avec 45,75%., 61,59 % et 78,09%
respectivement. Pour les rebus de dattes, ces faibles teneurs ont été également notées par
certains auteurs. Pareillement pour les pédicelles qui présentent la plus forte teneur en parois
totales, plusieurs auteurs rapportent des valeurs du méme ordre que les notres (12,). De méme,
le foin de vesce avoine qui présente une valeur intermédiaire entre celle des rebus de dattes et
des pédicelles, les teneurs rapportées par la littérature sont proches des nétres (12,115).
Concernant la fraction ADF, représentée principalement par la cellulose et la lignine, elle est
fortement liée a la digestion de la matiére séche des substrats. Ses valeurs sont de 52,3% pour
les pédicelles, 32,77% pour le foin et de 32,82% pour les rebus de dattes. Les résultats
enregistrés pour les pédicelles et le foin de vesce avoine recoupent ceux rapportés par la
littérature (12). Cependant, certains auteurs donnent des valeurs nettement inférieures aux
notres ont été enregistrées (148). Ces différences, constatées sont probablement dues aux
différents stades de maturité et surtout a la variété des dattes étudiées. Les teneurs en parois
totales, relativement élevées pour les pédicelles et le foin de vesce avoine, pourraient
s’expliquer en partie par 1’origine aride de ces substrats. En réalité, dans des conditions
extrémes de chaleur (cas des zones arides et semi- arides), les plantes se caractérisent par une
physiologie particuliére entrainant une lignification précoce, elles produisent alors plus de
fibres et emmagasinent moins de sucres solubles (19, 31). D’aprés la littérature, de faibles
pourcentages en NDF sont proscrits, en alimentation animale et un intervalle de 26% a 28%
est recommandé¢, en dessous de ce seuil apparait le phénomene de 1’acidose (19, 20, 55). La
présence des fibres donc stimule la rumination et permet de maintenir une fonction ruminale
normale. Cependant une limite fixée a 32% d’NDF, détermine DI’apparition d’un effet

antagoniste des fibres sur I’ingestion et la digestion du régime alimentaire (83).

2. Etude de la fermentescibilité in vitro des substrats par le microbite ruminal

2.1. Evolution du pH

Le pH des jus de rumen fraichement collectés varie entre 5,87 et 6,63 (la valeur de 5,87
pourrait étre justifiee par la nature du régime alimentaire des animaux donneurs) avec une

valeur moyenne de 6,63 (Tableau 8). Cette valeur similaire a celle observée par Sauvant et al.
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Tableau 8. Evolution du pH aprés addition de la solution tampon.

Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 Moyenne

pH du jus
frais 6,59+0,01 6,56 +0,01 5,87+0,04 6,63+0,02 | 6,63+0,03

pH (jus de
rumen /salive 6,9+0,02 6,6+0,03 6,81+0,01 6,94+0,01 | 6,81+0,01

artificielle)

Tableau 9. Evolution de 1’acidité aprés 96 heures de fermentation

pH a to pH a tgs
Blanc 6,81+0,05 6,95+0,02
Rebus de dattes 6,81+0,05 6,67+0,06
Pédicelles 6,81+0,05 6,82+0,03
Foin 6,81+0,05 6,53+0,01
Fractions pariétales
Rebus de dattes 6,81+0,05 6,66+0,07
Pédicelles 6,81+0,05 6,95+0,04
Foin 6,81+0,05 6,88+0,09
Substrats purs
Amidon 6,81+0,05 6,4+0,02
Cellulose type 101 6,81+0,05 6,62+0,05
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(118), correspond a des conditions d’activité favorables aux microorganismes du rumen et

surtout a I’activité cellulolytique (61, 67, 43,121).

Aprés addition de la salive artificielle, une légere augmentation est constatée, le pH du
mélange jus de rumen /solution tampon atteint une valeur moyenne de 6,81. Ce résultat
rapporté par plusieurs auteurs (72,81) peut étre expliqué par ’effet conjugué du pouvoir
tampon de la salive artificielle et du jus de rumen, qui contribuent ensembles a la
neutralisation de ’acidité du milieu (62,71).

Au terme de 96 heures de fermentation, I’acidité du milieu (sans substrats) évolue vers la
neutralité avec une valeur moyenne de 6,95 (Tableau 9). Il est a noter, que le pH tend a
baisser et une variation significative est notée entre le pH initial et le pH final avec certains
substrats. Cependant, une hausse des valeurs de pH est constatée, ainsi le pH passe de 6,81 a
6,82, 6,95 et 6,88 respectivement pour les pédicelles, la fraction insolubles des pédicelles et la
fraction insoluble du foin de vesce avoine. Les mémes résultats ont été signalés par Fakhri
(42) qui note des valeurs de 6,69 & 6,84 pour la méme durée d’incubation. De méme LY et al
(80), rapportent une augmentation de pH de 6,92 a 7,06.

L’acidité du milieu aprés 96 heurs de fermentation serait due, a ’accumulation des acides
gras volatils et de I’acide lactique résultants de la fermentation des substrats dans le milieu
(24,79, 102,115), elle peut étre également attribuée a la forte concentration en hydrogéne (H>)
(24).

Hoover (60), rapporte qu’un pH bas peut diminuer I’efficacité de la croissance bactérienne et
inhiber la dégradation des fibres (I’activité fibrolytique) in vitro. Cependant, les valeurs
obtenues dans notre cas ne passent pas au dessous du seuil critique (<6,2) a partir duquel
apparait le phénomeéne de ’acidose (121), en raison du pouvoir tampon élevé de la salive
artificielle de Menke (89).

L’augmentation du pH final notée pour certains substrats peut étre expliquée par la
concentration élevée du milieu en ammoniac résultant de la dégradation de 1’urée par le
microbiote ruminal (109), comme elle peut étre attribuée aussi a une diminution de la

concentration de I’hydrogene (24).
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Tableau 10. Production de gaz total et ses parametres caractéristiques modelisés.

Substrats GP a b c(hh
Substrats bruts Rebus de a 2,76 38,39 0,1226
dattes 44 94
Foin de vesce b 10,44 31,24 0,0339
avoine 38,33
Pédicelles c -5,14 12,40 0,025
20,49
Fractions Rebus de a -2,84 15,24 0,0271
pariétales dattes 19,32
Foin de vesce a -3,62 28,54 0,0206
avoine 17,67
Pédicelles c -0,93 10,50 0,0169
10,74
Fractions Rebus de a -1,56 _ _
solubles dattes 25,62
Foin de vesce a 3,04 _ _
avoine 20,66
Pedicelles c 1,81 _ _
9,75
Substrats Amidon b -8,81 55,16 0,26
Cellulose type a -9,20 82,31 0,0641
101 67,57

GP : production de gaz (ml/200mg MS), a: gaz produit a partir de la fraction soluble
(ml/200mg MS), b: gaz produit & partir de la fraction insoluble mais potentiellement
fermentescible (m1/200mgMS), ¢ : vitesse de production de gaz (h™). Les moyennes dans la
méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05).




Résultats et discussion

2. 2. Production quantitative des gaz fermentaires :

Le tableau 10 présente les volumes de gaz dégagé par la fermentation des différents substrats
et leurs fractions insolubles (NDF) et solubles (contenu cellulaire). La production de gaz total,
in vitro est significativement différente entre les substrats étudiés (p<0,001). Au terme de 96
heures de fermentation, il apparait que parmi les substrats bruts, les rebus de dattes
engendrent la plus grande production de gaz (44,94ml/200mg de MS). Ils sont suivis du foin
de vesce avoine dont la production est comparable a cette derniére (38,33ml/200mg de MS).
Les pédicelles se distinguent par un volume de gaz fermentaire plus faible
(20,49mI/200mgMS). Cette différence notée pour le volume total de gaz produit est
certainement associé a la composition chimique différente des substrats étudiés (Tableau 7),
variable en fonction de la partie phénologique (les rebus de dattes et les pédicelles) et de la
famille botanique (le foin de vesce avoine).

La production de gaz résultant de la fermentation des rebus de dattes montre que ces derniers
sont trés fermentescibles par le microbiote ruminal d’ovins, probablement du fait de leur
richesse en sucres solubles rapidement fermentescibles. Le foin de vesce avoine se montre
¢galement trés fermentescible, puisqu’il produit un volume comparable & celui des rebus de
dattes. Ceci semble étre due a son origine hybride, formée par 1’association de deux plantes
appartenant a deux familles botaniques différentes, la vesce (vicia sativa) qui est une
Iégumineuse fourragére tres riche en glucides mais aussi en protéines (15 a 23%) en raison de
sa capacité a fixer I’azote atmosphérique (3, 118), alors que I’avoine (avena sativa) est une
graminée riche en fibres. Cette situation entraine une stimulation de ’activité fermentaire du
microbiote ruminal en présence d’un aliment riche a la foi en azote et en énergie (46, 51,
138). Ce résultat a ét¢ également noté par Arhab (11) qui constate qu’apres 96 heures de
fermentation la production de gaz par la dégradation des résidus de dattes est comparable a
celle du foin de vesce avoine. La faible production de gaz des pédicelles, comparativement
aux deux autres substrats (rebus de dattes et foin de vesce avoine), n’est pas surprenante en
raison de leur contenu élevé en fraction NDF (paroi totale). Ce résultat confirme une
constatation courante qui corréle la production de gaz in vitro négativement au contenu
fibreux des aliments (9, 51, 75, 85). De plus ce résultat recoupe celui de Arhab (12), qui note
une faible production de gaz pour les palmes séches et les pédicelles (fractions du palmier
dattier), essentiellement liée a leurs contenus élevés en fibres mais aussi en lignine et en
tanins. En effet, les tanins se lient surtout aux protéines et aux fibres alimentaires avec
lesquels ils forment des complexes résistants ne pouvant pas étre dégradés par le microbiote
ruminal (13, 14, 15, 17).
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Le volume total de gaz dégagé, suite a la dégradation de la fraction pariétale des substrats
traités par une solution détergente neutre, est indiqué dans le tableau 10. 1l apparait clairement
que les différentes fractions présentent des volumes de gaz significativement inférieurs par
rapport aux valeurs du volume total (p<0,001), enregistrées avec leurs substrats bruts
respectifs. Les valeurs passent de 44,94ml/200mg MS a 19,32ml/200mg MS de
38,33ml/200mg MS a 17,67ml/200mg MS et de 20,49ml/200mg MS a 10,74ml/200mg MS
respectivement pour les rebus de dattes, le foin de vesce avoine et les pédicelles. Cette
diminution résulte probablement du traitement par la solution d’NDS qui entraine
I’élimination de tous les composés solubles facilement fermentescibles (sucres, protéines,
amidon et pectines). Pedraza (111), fait la méme constatation, dans une étude comparative
entre trois méthodes de séparation de la fraction insoluble sur différents types de substrats.
Une baisse similaire a été également observée par Ly (80) pour les feuilles de bananier. Bien
que les rebus de dattes soient tres riches en fractions solubles, le résultat enregistré par
fermentation témoigne que cette derniére est hautement fermentescible. Pour les pédicelles, ce
résultat prévisible est probablement du a la composition chimique de leurs paroi cellulaire qui
montre que ces derniers sont caractérisés par un contenu élevé en fraction NDF(%), qui ne
contribue pas de fagon importante a 1’apport de fibres facilement fermentescibles (111).

Les volumes de gaz produit par la fraction soluble des substrats étudiés, estimés par
soustraction, sont également présentés dans le tableau 10. Les rebus de dattes enregistrent le
plus grand volume de gaz avec 25,62ml/200mg MS, le foin de vesce avoine est toujours en
deuxieéme position avec 20,66 ml/200mg MS, les pédicelles produisent le plus faible volume
de gaz soit 9,75 ml/200mg MS. Ce résultat, prévisible pour les rebus de dattes, est
essentiellement lié a leur contenu élevé en sucres totaux facilement fermentescibles,
comparativement aux pédicelles dont les taux en sucres totaux sont relativement inférieurs.
La production moyenne de gaz résultant de la dégradation des différents types de substrats
purs est aussi présentée dans le tableau 10. Elle est de 67,57 mI/200mgMS pour la cellulose
type 101 contre 47,79 ml/200mg MS pour I’amidon de blé. Concernant la cellulose type 101
cette forte production de gaz n’est pas surprenante puisque nos résultats sont comparables a
ceux publiés par Weimer (150), montrant que la cellulose type 101peu cristalline, donne des
valeurs ¢€levées comparativement a d’autres types de celluloses microcristallines type20 et
type 50 respectivement. 1l est a noté également que la cellulose type 101 produit plus de gaz

que les fractions insolubles (fractions NDF) de tous les substrats.
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Figure 4. Cinétique de production de gaz total in vitro.
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Cette situation est probablement différente de celle des plantes ou la cellulose est plus ou
moins amorphe et complexée a d’autres composants, ce qui la rend moins accessible aux
microorganismes cellulolytiques et donc plus difficilement métabolisable. De méme, la faible
production de gaz notée pour les différentes fractions solubles, comparativement a 1’amidon
de bl¢, pourrait s’expliquer par la nature de la fraction soluble des substrats ¢tudiés. En effet,
cette derniere est constituée essentiellement de sucres solubles, d’amidon et de protéines. Le
contenu relatif en protéines en est présumé responsable, parce qu’il est connu que le gaz
produit par la dégradation des protéines est trés faible que celui produit par la fermentation
des carbohydrates tels les NDF et I’amidon (16, 33).

2. 3. Cinétique de production de gaz in vitro

La cinétique de production de gaz des substrats étudiés est illustrée dans la figure 4.
Genéralement, la cinétique de dégradation est caractérisée par 2 ou 3 phases distinctes.
La premiere phase correspond a une phase d’adaptation, elle présente une faible production de
gaz et un temps de latence plus ou moins élevé, situé entre 0 et 6 heures pour les substrats
bruts (foin de vesce avoine et pédicelles) et entre 0 et 8 heures pour les fraction insolubles.
Cependant, cette phase est totalement absente dans le cas des rebus de dattes et des fractions
solubles.
La deuxieme phase est dite phase exponentielle ou phase de croissance rapide, elle est
caractérisée par une production élevée de gaz, environ 75% du gaz total est produit durant
cette période qui dure de 6 a 48 heures pour les substrats bruts (foin de vesce avoine et
pédicelles), entre 8 a 48 heures pour les fractions NDF et entre 0 a 24 heures pour les rebus de
dattes et les fractions solubles (Figure 4).
La troisieme phase se situe entre 72 et 96 heures pour les substrats bruts et les fractions
insolubles, entre 24 heures et 96 heures pour les fractions solubles et les rebus de dattes. Peu
de gaz est alors produit et la fermentation diminue jusqua se stabiliser totalement par
I’épuisement du milieu de fermentation (dégradation compléte du substrat) et des conditions
défavorables engendrées dans le milieu par 1’acidité résultant de 1’accumulation des acides
gras volatils (AGV).
La cinétique de production de gaz total des deux types de substrats purifiés, la cellulose
microcristalline type 101 et ’amidon de bl¢, est également illustrée par la figure 4. Il apparait
clairement que la cellulose type 101 atteint un maximum de production de gaz au bout de 72
heures de fermentation, tandis que celle de ’amidon soluble, dont la dégradation est intense

Résultats et discussion




durant les premieres 12 heures, atteint son maximum a 24 heures d’incubation. Ce résultat est
en accord avec ceux publiés par Menke (91). Il est a noter également que la production de gaz
a partir de la dégradation de la cellulose 101 est tributaire d’une phase de latence plus ou
moins longue qui est de 8 heures. Ce résultat confirme celui déja cité par Weimer (150) qui
montre que la colonisation compléte de différents types de celluloses s’effectue apres 8 heures
de fermentation. Il est a remarquer que cette phase est totalement absente dans le cas de

[’amidon de blé.

2. 4. Parameétres caractéristiques de la production de gaz in vitro

Les parameétres cinétiques de la fermentation in vitro des différents substrats, déduits a
partir du modéle d’Orskov et Mc Donald (108), sont mentionnés dans le tableau 10.
Généralement, on constate que les valeurs du facteur (a) sont aussi bien positives que
négatives. Elles sont de 2,76m1/200mg MS pour les rebus de dattes et 10,44ml/200mg MS
pour le foin de vesce avoine, alors que les pédicelles donnent lieu a une valeur négative (-
5,14ml/200mg MS). D’apres plusieurs auteurs, la valeur négative de (a) serait la conséquence
d’une phase de latence durant laquelle les microorganismes s’attachent et colonisent les
particules alimentaires avant leur éventuelle dégradation (2). Cette constatation est également
signalée par plusieurs auteurs travaillant in vitro et in sacco (1, 9, 21, 38). Pour le foin de
vesce avoine, une valeur positive de (a) est egalement signalée (117). De méme que des
valeurs négatives de (a) pour les rebus de dattes (11).
Le volume de gaz produit a partir de la fraction insoluble mais potentiellement fermentescible
(b) est statistiquement différent (p<0,001). Le plus grand volume marque les rebus de dattes :
38,39ml/200mgMS, une valeur intermédiaire caractérise le foin de vesce avoine avec :
31,24ml/200mg MS. Les pédicelles se distinguent par la plus faible dégradation de leur
fraction insoluble et produisent & peine 12,40ml/200mg MS. La différence observée entre les
trois substrats, dans la fermentation de leurs fractions pariétales résulte de leur composition
chimique différente. En effet, la faible production de gaz a partir de la fraction (b) observée
chez les pédicelles peut étre due a leur teneur élevée en fraction NDF. A cet effet s’ajoute
probablement 1’action des tanins (facteurs antinutritionnels) qui peuvent réduire la
dégradation des fibres par la formation de complexes avec la fraction lignocellulosique,
empéchant ainsi 1’adhésion des microorganismes (88). Ils inhiberaient également les
cellulases impliquées dans leur dégradation ou directement les bactéries cellulolytiques en

formant des complexes avec les minéraux indispensables a leur croissance (58).
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Les vitesses de fermentation des fractions insolubles des substrats étudiés sont
relativement différentes (p<0,05), les rebus de dattes expriment toujours leur aptitude en ce
domaine en induisant la plus grande vitesse : 0,1226h ™. Des valeurs inférieures a celle-ci sont
notées pour le foin de vesce avoine et les pédicelles avec 0,033h™ et 0,025h ™ respectivement.
La fermentation, bien plus rapide des rebus de dattes comparativement au foin de vesce
avoine et des pédicelles, peut s’expliquer a la fois par leur valeur énergétique €levée riche en
sucres solubles et pectines et par leur fraction insoluble peu lignifiée et facilement accessible
au microbiote ruminal (53, 105, 122). La vitesse de fermentation agit sur 1’ingestion des
aliments car elle affecte la vitesse de passage des particules alimentaires dans le rumen (68).
Elle dépend de la nature du substrat et plus précisément des fibres (82,93). Ces résultats
concordent avec les études de plusieurs auteurs travaillant sur des substrats ayant la méme
composition chimique que les nétres Tuah et al (143).

Les paramétres cinétiques de la production de gaz in vitro des différentes fractions
pariétales obtenues aprés un traitement par une solution détergente neutre sont représentés
dans le tableau 10. Elles montrent clairement que la fermentation des fractions pariétales de
tous les substrats étudiés détermine une phase de latence caractérisée par des valeurs de (a)
négatives. Ces dernieres sont plus importantes pour les pedicelles et le foin de vesce avoine
que celles obtenues avec les mémes substrats bruts respectifs. Cette situation est certainement
engendrée par la perte de matiére organique rapidement ou facilement fermentescible et
disponible pour le microbiote ruminal (4, 127).

La comparaison du volume de gaz produit par la fraction insoluble (b) des pédicelles
(substrat brut) et des pédicelles traitées (fraction pariétale), permet de constater que les deux
valeurs sont trés proches : 12,40m1/200mg MS et 10,5m1/200mg MS, de méme pour le foin
avec : 31,24ml/200mg MS et 28,54ml/200mg MS pour le substrat brut et sa fraction pariétale
respectivement. Cependant la valeur de (b) enregistrée par la fraction pariétale des rebus de
dattes est relativement inférieure en comparaison avec celle du substrat brut (38,39ml/200mg
MS contre 15,24ml1/200mg MS). Ce résultat explique parfaitement la contribution importante
du contenu cellulaire des rebus de dattes a la production de gaz. Ainsi, la stabilité observée
dans les valeurs de (b) est sans doute le résultat du traitement par la solution détergente neutre
qui élimine seulement la fraction soluble, dont I’effet se manifeste sur la production de gaz.
Cette constatation est ¢galement faite par Pedraza (111) pour la paille d’orge dont la fraction

insoluble présente une valeur de (b) comparable a celle du substrat brut.
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Figure 5. Cinétique de production du méthane (CH,).
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La méme remarque est faite par Rachedi (113), qui note des valeurs de 24,89 et 25,66ml,
respectivement pour le Drin (brut) et le Drin (traité).

Les rebus de dattes fournissent une fraction pariétale hautement fermentescible, caractérisée
par une grande vitesse de dégradation comparativement aux deux autres substrats dont la
fraction pariétale est constituée de composés insolubles mais potentiellement dégradables a

terme.

2. 5. Analyse qualitative des gaz produits
La cinétique des gaz CH,4 et CO, produits, suite a la fermentation des substrats étudiés, est
illustrée dans les figures 5 et 6. Elle révele que les volumes de CO, et de CH, different
statistiquement pour chaque substrat et varient également entre les différentes fractions
(p<0,001). En général, le gaz CO, est produit en un volume supérieur a celui du CH,4 pour

tous les substrats, y compris par leurs différentes fractions.

Le volume le plus élevé est enregistré pour les rebus de dattes, suivis du foin de vesce avoine
et enfin des pédicelles. Le méme ordre est respecté pour les fractions pariétales. Le dioxyde
de carbone provient principalement du systeme tampon. En effet, ce gaz est produit soit
directement de la dégradation des carbohydrates des substrats ingerés, soit indirectement a
partir des sels (HCO3) présents dans la salive artificielle lors de la neutralisation des acides
gras volatils (AGV) générés (10, 27, 33, 91). Ce CO, représente environ plus de la moitié du
volume total du gaz produit dans le cas de 1’utilisation du tampon de Menke (27, 91). Par
référence a cette derniére observation, les volumes de CO, peuvent étres corriges afin de
déduire ceux résultant seulement de la dégradation des substrats.

La production de méthane par les différents substrats étudiés, reste relativement inférieure a
celle du CO,. Durant les premiéres heures d’incubation, on note que les volumes de CHy4
enregistrés sont tres faibles par rapport a ceux enregistrés apres 24 heures. Ceux-ci atteignent
un maximum de 6,11ml/200mg MS, 3,83ml/200mg de MS et 3,1ml/200mg de MS
respectivement pour les rebus de dattes, le foin et les pédicelles. Contrairement, les volumes
de CO, se montrent dominants pendant toutes les heures de fermentation. Ceci semble se
confirmer par les résultats obtenus par la fermentation des fractions insolubles et ceux de la
fraction soluble déduits par différence. Ces derniéres sont dégradées de maniere intense
pendant les premiceres heures d’incubation. Elles ne contribuent pas de maniere significative a

la production de méthane. Cependant, la dégradation des fractions pariétales génére des
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Figure 6. Cinétique de production de gaz carbonique (CO,).
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volumes de CH, assez proches de ceux produits par le substrat brut. La faible production du
gaz CH, notée, par la fraction soluble, est probablement liée a sa nature.

Celle-ci est principalement constituée de sucres solubles dont la dégradation, conduit
théoriquement a une fermentation propionique et butyrique productrice de CO,. En effet, la
production de gaz est directement liée a celle des acides gras volatils (25, 109). Jouany,
rapporte que la fermentation de substrats riches en fraction soluble s’oriente vers une
production d’AGV riches en butyrate et en propionate (48, 73), corrélative a celle du CO,. Par
ailleurs, celle de I’acide acétique est associée a une production importante d’hydrogéne dont
I’¢élimination engendre une production accrue de gaz sous forme de méthane. Le fait que les
volumes de CO, et CH, enregistrés pour les pédicelles, soient nettement inférieurs a ceux
engendrés par les rebus de dattes est probablement di a leur composition chimique. Car en
dehors des rebus de dattes, les autres substrats, présentent de faibles taux en sucres solubles.
De plus, leurs fractions pariétales riches en NDF sont formées en grande partie de lignine et
de facteurs antinutritionnels, connus par leur effet antagoniste vis-a-vis de la production de
méthane. Ces derniers composés, agissent aussi indirectement en limitant 1’accessibilité du
microbiote ruminal aux substrats ou directement sur les méthanogenes du rumen, ce qui
conduit a une faible production de gaz, en 1’occurrence le CHy (15).

Pour les substrats purs, la cinétique des gaz fermentaires CO, et CH4, montre que les deux
substrats possédent des profils fermentaires différents. En effet, la fermentation de 1’amidon
de blé s’oriente vers une production de CO,, tandis que celle de la cellulose type 101 s’oriente
vers une production de CH,. Ce résultat recoupe parfaitement celui de la littérature (86), qui
stipule que la dégradation d’aliments riches en amidon tend a produire plus de propionate,
tandis que celle de substrats fibreux aboutit a la formation plus importante d’acétate. Cette
situation indique aussi que les populations microbiennes impliquées dans la métabolisation de

chacun des deux substrats sont différentes.

4. Digestibilité de la matiére seche

La digestibilité de la matiére seche DMS varie significativement entre les différents substrats
(p<0,001). Le plus grand coefficient de digestibilité est enregistré pour le foin de Vesce
avoine avec une moyenne de 72,91%, suivi des rebus de dattes avec une valeur de 58,95%.
Un pourcentage moindre caractérise les pédicelles avec 40,77% (Tableau 11). Pour le foin de
vesce avoine, nos résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par certains auteurs qui signalent

des valeurs qui restent du méme ordre. Rira (117) enregistre une valeur de 50,90% de méme
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Tableau 11. Coefficient de digestibilité apparente (CD% de MS).

Substrats Fractions Substrats
bruts pariétales purs
Rebus de | Pédicelles | Foin de Rebus de | Pédicelles | Foin de Amidon | Cellulose
dattes vesce dattes vesce type 101
avoine avoine
b c a d e b a a
Valeurs
du 58,95+3,4 | 40,77+2,5 | 72,91+4,46 | 28,76+6,04 | 16,14+3,57 | 45,8+1,39 | 85,35+0,7 | 82,93+1,3
CD%

Les moyennes dans la méme ligne affectées de lettres différentes sont significativement
différentes (p<0,001).
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que Arhab (12) qui note un coefficient de 58,38%. Une autre étude menée par Arhab (11) sur
le microbite ruminal de dromadaire enregistre une valeur de 65,06%.

Ces valeurs, relativement supérieures enregistrées pour le foin de vesce avoine, pourraient
étre attribuées en partie a son contenu en matiéres azotées (15 a 23% de protéines), du a son
origine hybride. Elles peuvent aussi étres expliquées par la faible teneur en composés
antinutritionnels, comme il a été montré par ces mémes auteurs (117 et 12), qui signalent que
le foin de vesce avoine renferme des teneurs réduites en composés phénoliques. L utilisation
digestive des rebus de dattes par le microbiote ruminal ovin est inférieure a celle enregistree
par Arhab (11), pour la digestibilité des sous produits de dattes étudiés in vitro chez le
dromadaire, [’auteur mentionne un coefficient de digestibilit¢ de 78,20%, qui est
probablement di au fait que la microbiote ruminal de dromadaire possede une aptitude
fermentaire plus performante par rapport aux autres ruminants (39, 90, 91). Cette différence
est peut étre due aussi a la variété des dattes étudiées. Le fait que les rebus de dattes soient
moins digestibles que le foin de vesce avoine pourrait aussi s’expliquer par leur faible contenu
en matiéres azotées (11). La littérature scientifique rapporte que la digestibilité in vitro est
corrélée positivement avec la teneur en azote, principalement celle du jus de rumen. Ainsi, le
faible taux de dégradation de la maticre seche des rebus de dattes s’expliquerait par le fait que
les jus de rumen prélevés sont pauvres en azote, ce qui limite le développement d’une
population active capable de fermenter le substrat en question (28). Concernant les pédicelles,
nous obtenons de meilleurs taux de digestibilité que ceux mesurés par d’autres auteurs (12).
Cependant, elles restent moins digestibles que le foin de vesce avoine et les rebus de dattes,
probablement en raison de leur contenu élevé en parois totales NDF (Tableau 7) et en
composés phénoliques (12). En effet, la qualité et la quantité des fibres pariétales jouent un
role primordial dans la digestibilité de la matiere séche (MS). Ainsi, la lignification de la paroi
végétale apparait comme étant une des principales contraintes a influer la digestibilité et son
impact est du méme ordre que celui des tanins (1, 2, 13, 104, 126).

Pour les trois substrats, la fraction pariétale donne des coefficients de digestibilité apparente
significativement inférieurs a ceux enregistres avec les substrats bruts (Tableau 11). La plus
forte diminution est observée avec les rebus de dattes de 58,95% a 28,76%, suivie du foin de
vesce avoine qui diminue de 72,91% a 45,8% et, en fin, des pédicelles qui chutent de 40,77%
a 16,14%. Cette diminution notée pour ce parametre, comparativement aux substrats bruts, est
probablement reliée a leurs contenus en composés solubles qui participent de maniére

significative a leur digestibilité, perdus apres traitement par une solution détergente neutre.
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Ceci concorde parfaitement avec notre étude de la composition chimique qui révele que les
rebus de dattes contiennent plus de matiéres solubles que le foin et les pédicelles.En effet, la
fraction pariétale des differents substrats représentée principalement par la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine, differe par son degré de digestibilité. Elle est partiellement
dégradée selon sa composition en lignine, liée a la cellulose et I’hémicellulose, les rendant
ainsi non ou peu dégradables. De plus, le traitement par la solution NDS entraine une perte
des pectines et de considerables taux de matiere minérale, ces pertes se répercutent
négativement sur la digestion des différents substrats (70, 111).

Quant aux substrats purs, I’amidon de blé et la cellulose type 101, ils semblent étre
trés digestibles par le microbiote ruminal d’ovins. Ils présentent des valeurs du CD%,
statistiquement comparables, soient : 85,35 et 82,93% respectivement pour I’amidon de blé et
la cellulose type 101. Ce résultat confirme celui de la production de gaz, qui montre
clairement les aptitudes fermentaires du microbiote ruminal, vis a vis des constituants des

aliments destinés a 1’alimentation du bétail.
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Notre travail avait pour but, d’évaluer la contribution a la méthanogénese ruminale
d’ovins des deux fractions composantes, soluble et insoluble, de sous produits de 1’agronomie
saharienne, utilisés dans leur alimentation. Dans ce cadre, nous avons entrepris 1’étude de la
fermentescibilité de deux sous produits agroalimentaires, les pédicelles et les rebus de dattes
qui représentent les fractions du palmier dattier, arbre caractéristique des régions arides en
Algérie et dont la culture génére de considérables quantités de pédicelles. Une telle biomasse
fournit une source potenticlle considérable a 1’alimentation animale. Cette étude est menée
comparativement au foin de vesce avoine, substrat largement utilis¢ dans 1’alimentation du
bétail. La fermentescibilité des différentes fractions pariétales, obtenues aprés traitement par
une solution détergente neutre (NDS), et celle deux substrats purs: ’amidon de blé et la

cellulose type 101 ont été également étudiées dans les mémes conditions.

Pour cela, la technique adaptée est celle de la production de gaz in vitro de Menke et al (89),
elle est spécifiquement utilisée pour 1’étude de la fermentation des nutriments ainsi que la
détermination qualitative et quantitative des gaz fermentaires. Cette technique permet de
donner une estimation de la contribution spécifique de chacune des fractions, soluble et

insoluble, a la méthanogénése ruminale.

L’analyse quantitative des gaz produits, suite a la fermentation des substrats bruts, révele que
les pédicelles sont de mauvaise valeur alimentaire, puisqu’elles sont les moins dégradables
par le microbiote ruminal. Cela pourrait étre attribué a leur composition chimique. En effet,
les pédicelles sont tres riches en parois totales, notamment en fractions lignocellulosiques non
dégradables par les microorganismes du rumen. Par ailleurs, elles semblent particulierement
riches en composeés phénoliques, connus pour leur effet antagoniste vis-a-vis des nutriments et
du métabolisme microbien. Les rebus de dattes s’avérent les mieux métabolisables, ceci est
probablement du fait de leur potentiel énergétique élevé et de leur contenu en parois peu
lignifiées, compensant de ce fait leur déficit azoté. Une valeur de fermentescibilité
intermédiaire et comparable a celle des rebus de dattes caractérise le foin de vesce avoine, ce
qui résulte vraisemblablement de sa faible teneur en composés phénoliques et tannoides (12,
116) et également a I’équilibre protéines— énergie qu’il offre en raison de sa nature hybride.
Pour les substrats purs, la fermentescibilité de ’amidon de blé est meilleure que celle de la
cellulose type 101 durant les premiéres heures de fermentation, une tendance inverse
caractérise la cellulose type 101 et ceci apres 24 heures d’incubation atteignant un maximum

de production de gaz a 72 heures de fermentation. Ce résultat recoupe celui de la littérature



Discussion et conclusion générale

(146) et indique l’aptitude de la microflore ruminale a dégrader la cellulose cristalline
typel0l. La dégradation des celluloses pures est probablement différente de celles présentes
dans les plantes qui sont plus ou moins amorphes et complexées a d’autres molécules moins

accessibles au microbiote ruminal.

La production de gaz issue de la fermentation de la fraction pariétale des trois substrats
étudiés diminue significativement par rapport aux substrats bruts. Cet effet se manifeste le
plus sur le volume de CO,. Ces résultats sont tout a fait compréhensibles et pourraient
s’expliquer par I’absence de composés solubles, dont la dégradation conduit a une
fermentation propionique liée a la production de CO,, ce qui explique la stabilité des volumes
de CH, et la chute de ceux du CO,, par rapport aux substrats bruts. Cette situation a été
également confirmée par les résultats de 1’estimation de la contribution de la fraction soluble,
déterminée par soustraction du volume de gaz produit par la fraction pariétale de celui du

substrat brut.

Pour les substrats purs, I’analyse qualitative du pool gazeux, montre que les deux
substrats possédent des profils fermentaires différents. En effet, la fermentation de I’amidon
de bl¢ s’oriente vers une production de CO,, tandis que celle de la cellulose type 101 s’oriente

vers une production importante de CHy.

Pour le pH, malgré la richesse des résidus de dattes en sucres solubles rapidement
fermentescibles et I'utilisation de 1’amidon de blé pur, leur dégradation n’aboutit pas a une
chute de pH au dessous du seuil critique, comme il est indiqué dans la littérature. Ceci prouve
a la fois la qualit¢ du pouvoir tampon de la microflore d’ovin vis-a-vis des fermentations

acides et I’efficacité du tampon de Menke utilisé.

Les valeurs de la digestibilité de la matiére séche concordent partiellement avec ceux
de la production de gaz in vitro. Le foin de vesce avoine donne les meilleurs coefficients de
digestibilite, alors que les rebus de dattes donnent des valeurs moyennes mais qui restent
comparables au foin de vesce avoine. Cependant, les pédicelles présentent les faibles valeurs
de la disparition de la matiére seéche. L’ampleur de cette différence pourrait s’expliquer par la
composition chimique différente constatée entre les trois substrats. Cette derniére inclut

principalement les protéines, les constituants pariétaux et les composés phénoliques. En effet,



Discussion et conclusion générale

Les rebus de dattes présentent de faibles teneurs en matiéres azotées totales, induisant
ainsi une digestibilité moyenne comparativement au foin de vesce avoine. Les pédicelles sont
trés riches en composés pariétaux dont I’effet négatif sur la digestibilité se conjugue a celui

des composés antinutritionnels tel les tanins.

Le résultat le plus intéressant reste celui de la contribution spécifique de chacune des
fractions, soluble et insoluble, au pool des produits fermentaires, principalement a la
production de méthane. Il s’aveére que le type de carbohydrates fermentés influence la
production de CH,. En effet la dégradation des fibres des parois cellulaires semble étre plus
impliquée dans la méthanogénése ruminale. Cependant, il reste a préciser que cette derniére
doit tenir compte de plusieurs facteurs tels que le degré de lignification des parois et leurs
taux en facteurs antinutritionnels. Sur cette base, il apparait que la nature du substrat est un
facteur déterminant dans la production de méthane digestif.

Les résultats obtenus ont permis de conclure que les sous produits du palmier dattier et
le foin de vesce avoine utilisés dans cette étude, ne contribuent pas de maniére significative a
la concentration atmosphérique en méthane et donc a 1’effet de serre. La faible production de
méthane ainsi observée pour les substrats étudiés nous conduit a nous questionner sur le
devenir de I’'H, généré lors de la fermentation. C’est pourquoi il semble intéressant de
compléter cette étude par la détermination du bilan d’H, de méme qu’une analyse qualitative

et quantitative des acides gras volatils serait un précieux complément de notre étude.

Notre travail, a permis de confirmer que la méthode de séparation de la fraction
pariétale, par une solution détergente neutre, combinée a la technique de production de gaz in
vitro peut étre une solution simple et rapide pour une premiere évaluation de la
méthanogénése ruminale. Elle pourrait permettre aussi de sélectionner les substrats aux taux
de substances solubles les plus élevés, pour envisager leur incorporation dans les rations du
bétail. Ainsi la métabolisation rapide des résidus de dattes constatée, par le microbiote
ruminal, révele la possibilité de leur incorporation dans 1’alimentation du bétail. Il faut aussi
signaler que nos résultats permettent également de confirmer la validité de la méthode de
soustraction du volume de gaz pour ’étude de la cinétique de fermentation de la fraction
soluble, et de distinguer ses apports spécifiques au pool des produits fermentaires, afin de

comprendre la signification nutritionnelle de cette fraction importante dans les substrats.



Discussion et conclusion générale

Compte tenu des problémes d’environnement liés aux émissions de méthane digestif,
ainsi que les pertes en énergie pour les animaux, ces résultats indiquent 1’importance de telles
études afin de comprendre le mécanisme de la production de méthane digestif par les
ruminants. Il semble donc nécessaire d’orienter les futures recherches vers une meilleure
connaissance de la méthanogénése, en développant une double approche quantitative (CH,) et
cognitive (aspect microbiologique), avec pour finalit¢ 1’application de technologies de
manipulation de la ration alimentaire et de développement de pratiques qui influencent la
fermentation ruminale, afin de réduire les émissions de CH,, ce qui aboutirait a un double
gain : réduire les émanations de gaz a effet de serre et mieux potentialiser la ration alimentaire
en diminuant la perte séche d’énergie pour I’animal que constitue fondamentalement sa

production de méthane.
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Annexes

Annexe 1 : Composition de la salive artificielle de Menke et al.

Solutions Eléments Concentrations
CaCl,.2H,0 13,2
Solution A (g/100 ml) MnCl,.6 H,0O 10,0
Solution de micriminéraux. CoCl,. 6 H,O 1,0
FeCl,.6 H,O 8,0
Solution B (g/l) NaHCO; 35,0
Solution tampon. NH4HCO; 4,0
Solution C (g/l) Na;HPO, 5,7
Solution de macrominéraux. KH,PO, 6,2
MgSO,.7H,0 0,6
Solution D (g/100 ml) C12 Hg NO4 (résazurine) 0,1
Indicateur d’oxydoréduction
Solution E (/90 ml) NaOH (1N) 2ml
Solution réductrice Na,S.9H, O 0,625
L-cysteine 0,625

Composant Quantité (ml)
Eau distillée 475
Solution A 0,12
Solution B 240
Solution C 240
Solution D 1,22
Solution E 100

Annexe 2 : Préparation de la solution d’NDS (Neutral Detergent Solution).

Eléments chimiques

Concentration (g/l)

Disodium Ethylene Tetra Acétique 18,61
Borate de Sodium dibasique 6,81
Lauryl Sulfate de Sodium 30,00
Phosphate disodique 6,095

Ether monoéthylique de 1’éthyléne 20ml
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Annexe 3 : Courbe étalon des sucres totaux.

Concentration Absorbance
(Hg/ml)
0 0
0,25 0,285
0,5 0,563
0,75 0,845
1 1,12

absorbances (abs)

15

=

o
&

courbe etalon sucres totaux

concentrations (c)




Résumé

L’évaluation de la méthanogénése ruminale est déterminée sur la base de la
composition chimique des aliments destinés a 1’alimentation animale et leur fermentation in
vitro, par le microbiote ruminal d’ovins. Les substrats retenus pour cette étude sont des sous
produits de I’agronomie saharienne : rebus de dattes, pédicelles et leurs fractions pariétales
respectives. La fermentation de ces substrats est menée comparativement a un substrat
standard qui est le foin de vesce avoine. La fermentescibilité de deux substrats purs, I’amidon
de blé et la cellulose type 101, est également étudiée dans les mémes conditions.

Les résultats de la fermentation in vitro des substrats bruts par le microbiote ruminal
d’ovins révele que les rebus de dattes produisent le plus grand volume de gaz. Ils sont suivis
du foin de vesce avoine, alors que les pédicelles se caractérisent par la plus faible production
de gaz. La fermentation des substrats génere également différents volumes de CH, et de CO,.
L’analyse qualitative des gaz fermentaires montre que, durant les premiéres heures
d’incubation, les volumes de CHy4, enregistrés par les rebus de dattes et les pédicelles, sont tres
faibles par rapport a ceux enregistrés apres 24 heures, contrairement aux volumes de CO, qui
se montrent dominants pendant toutes les heures de fermentation. La méme constatation est
faite pour le foin de vesce avoine, substrat de référence. La production de gaz issue de la
fermentation de la fraction pariétale des trois substrats étudiés diminue significativement par
rapport aux substrats bruts. Cet effet se manifeste le plus sur les volumes de CO, qui chutent
pratiquement pour tous les substrats, contrairement aux volumes de CH,4 qui restent stables
par rapport a ceux enregistrés pour les substrats bruts.

Concernant les substrats purs, 1’analyse qualitative et quantitative du pool gazeux
montre que les deux substrats possedent des profils fermentaires différents. En effet, la
fermentation de 1’amidon de blé est intense pendant les premicres heures d’incubation et
s’oriente vers une production de CO,, tandis que la dégradation de la cellulose type 101
nécessite un temps de latence plus long et s’oriente vers une production accrue en CHy. Sur
cette base, il apparait que la nature du substrat est un facteur déterminant pour la production

de CH, dont I’importance est liée a sa teneur en fraction insoluble.

Mots clés : Effet de serre, méthane, production de gaz in vitro, microbiote ruminal,

Sous-produits métaboliques, fraction végétale soluble, fraction végétale insoluble.



Abstract

The evaluation of ruminal méthanogénésis is determined on the basis of chemical
composition of substrates, used for animal nutrition, and their in vitro fermentation, by the
ruminal microbiota. Substrates used for this study are agronomic by- products, dates by-
products, racemes, and their respective parietal fractions. The fermentation of these substrates
is conducted comparatively to vetch oats hay, taken as control. The degradation of two pure
substrates, wheat starch and cellulose type 101, is also studied under the same conditions.

The results of the in vitro fermentation of the substrates, by the ruminal microbiota,
reveal that the dates by products generate the largest volume of gas. They are followed by
vetch oats hay, while racemes are characterized by a lower gas production. Substrates
fermentation generates also different amounts of CH, and CO,. The qualitative analysis of
fermentative gases shows that the dominant gas released from the degradation of all
substrates, in the early hours of incubation, is mainly CO,. During the first hours of
incubation, we note that volumes of CH, released from the fermentation of dates by products
and racemes, are less important than those generated after 24 hours of incubation, contrarely
to the volumes of CO, which are dominants in all times of fermentation. The same
constatation is done for the standard substrate, vetch oats hay. The gas production resulting
from the fermentation of the parietal portion of the three substrates studied, decreases
significantly compared to rough substrates. This effect is most observed on the volumes of
CO, which fall for all substrates, unlike CH, volumes remaining stable compared to those
recorded for rough substrates.

Regarding pure substrates, the qualitative and quantitative analysis of gas pool shows
that the two substrates have different profiles fermentation. Indeed, the fermentation of wheat
starch is intense during the first hours of incubation and moving towards CO, production,
while the degradation of cellulose typelOl requires longer latency time, and moving to
increased CH,4 production. On this basis, it appears that the nature of the substrate is a
determining factor for the CH, production whose importance is linked to its content of

insoluble fraction.

Key words: Greenhouse effect, methane, in vitro gas production, ruminal microbiot,

arid by-products, substrate soluble fraction, substrate insoluble fraction.
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