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Introduction

Les ruminants occupent une place importante dans la chaine alimentaire avec une production
mondiale de viande de 76 millions de tonnes (82% bovins, 11% ovins, 7% caprins), soit un quart de
la production mondiale de viande et une production laitiere de 626 millions de tonnes (95,7%
vaches, 1,6% brebis et 2,7% chevres) en 2010 (FAO, 2012).

Cette production est liée a I’alimentation des animaux et de sa qualité. En effet, avec un
faible potentiel fourrager, I’animal éprouve de grandes difficultés & produire suffisamment de
protéines animales de haute qualité pour la population humaine, ceci entraine un recours massif aux

importations de produits animaux a I’instar des produits laitiers et carnés.

En Algérie, I’alimentation des ruminants est sujette a de nombreuses questions de la part des
consommateurs. Les ruminants se nourrissent de 80% de fourrage, de 18% d’aliments concentrés et
de 2% de minéraux et de vitamines. En effet, cette alimentation se caractérise par une offre
insuffisante en ressources fourrageéres, ce qui se traduit par un déficit fourrager estimé a 34% (la-
Viande.fr, 2007).

Cette insuffisance est due au climat caractérisé par une grande irrégularité spatio-temporelle
(faible pluviométrie, amplitudes thermiques, sécheresses persistantes), ¢’est pourquoi, la priorité des
chercheurs est de trouver des sources d’énergie et d’azote qui puissent remplir trois conditions

essentielles : abondance, prix bas, haute valeur nutritive.

Cette alimentation est influencée par la microflore ruminale constituée de différents types de
microorganismes entre autre des bactéries cellulolytiques, hémicellulolytiques, amylolytiques,

pectinolytiques et protéolytiques qui peuvent dégrader les différents substrats glucidiques et azotés.

Les microorganismes du rumen ont une particularit¢ de pouvoir d’utilisées différentes
sources d’azote pour synthétiser les acides aminés et les peptides, et n’ont donc pas besoin d’avoir

directement des acides aminés pour synthétiser leurs protéines.

Dans ce travail nous avons étudié 1’effet de différentes sources d’azote organique (glutamate
de sodium, extrait levure), et inorganique (nitrate de potassium, bicarbonate d’ammonium), sur
I’activité métabolique de principaux groupes bactériens fonctionnel de bovin. En effet la source
d’azote est un ¢lément plus couteux dans la nutrition des ruminants, et le but de travail est de savoir
si des sources d’azote alternatives peu couteuses peuvent stimuler 1’activité métabolique des

microorganismes du rumen.
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1. Le milieu ruminal

L’estomac des ruminants occupe les 4/5 du tractus digestif soit environ 70 % du volume

total du tube digestif. 1l est constitué de deux parties :

I’estomac antérieur comprend trois compartiments: Le rumen ou panse est le plus
volumineux, il est constitue de 70 a 75 % du volume total de 1’estomac et occupe 50 a 60% du
volume réservoirs pré-gastriques. Il est divisé en sac dorsal et en sac ventral. Le réseau (le
réticulum) représente 5% du volume total, il a un réle dans le déplacement des particules
alimentaires, le feuillet (omasum) qui représente 10% du volume total. Ce dernier est constitué

d’une muqueuse formée d’une centaine de replis lamellaires recouverte d’un épithélium kératinisé

(Clos, 2011).

I’estomac postérieur appelé aussi caillette est le véritable estomac et le réservoir sécrétoire
des ruminants. Sa cavité est tapissée par une surface glandulaire analogue a celle des

monogastriques (Thivend et al., 1985).
Les paramétres physico-chimiques

Il s’agit des conditions physico-chimiques du rumen qui régnent dans le rumen et

influencent la faune et la flore microbienne hébergées par I’hote.

e L’anaérobiose

Le milieu ruminal est généralement anaérobie. Les apports d’oxygene sont faibles la plupart

du temps et les souches bactériennes sont strictement anaérobies (Belbis, 2007).

e Latempérature

La température ruminale elle est de 39 a 40 °C au dessus de la température corporelle
(Belbis, 2007).
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e lLepH

Il est généralement compris entre 6 et 7 et il est tamponné par une grande quantité de
bicarbonate et de phosphate contenus dans la salive (Thivend et al., 1985).il joue un role important

dans la sélection des microorganismes du remen (Belbis.,2007).
e La pression osmotique

Elle est de I’ordre de celle du sang, elle varie dans un grand intervalle de -200 a 400 mosm/I
(Belbis, 2007).

e Potentiel d’oxydo-réduction

Le rumen est un écosysteme fortement anaérobie, son potentiel d'oxydoréduction moyen est
de -200 a-350 millivolts (mV). La zone proche de 1'épithélium est trés vascularisée. Il s’y fixe une
population microbienne facultativement aérobie qui contribue a I'élimination des traces d'oxygene

ce qui permet de maintenir I'écosysteme en anaérobiose (Fonty et al.1994).
e L’humidité

L’humidité du milieu ruminal est de ’ordre de 85%. Ces apports hydriques sont assurés a
partir de nutriments et d’eau fournis a la fois par 1I’ingestion des aliments et par la salive au cours de

la rumination (Brugere, 1983).

e Laproduction du gaz

Une relative constance de 1’atmosphére gazeuse est située au niveau du sac dorsal. Cette
atmosphére gazeuse est constituée de CO- (60-70 %) et CH4 (30-40 %).

Le rumen est un milieu favorable au developpement et au maintien des populations
microbiennes anaérobies, dont les principaux constituants sont les bactéries et les protozoaires
(Thivend et al., 1985).
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2. La flore microbienne

Le rumen est un écosystéeme microbien complexe composé de plusieurs catégories de
population microbienne (les bacteéries, les archaea, les protozoaires, les virus, les champignons etc)
Mais les plus dominants sont les bactéries, les protozoaires et les champignons (Thivend et al.,
1985).

2.1. Les bactéries

Le nombre d’espéces bactériennes colonisant le rumen est important, et présente des
activités enzymatiques variées. Leur concentration peut atteindre 10'° & 10 cellules bactériennes
par millilitre (Patterson, 1992). Les bactéries anaérobies strictes non sporulées représentent environ
50% de la biomasse microbienne (Belbis, 2007).

Les bactéries du rumen ont été classées selon certains tests de coloration de leur paroi en
espéeces de type Gram-négatif et Gram-positif et aussi selon leur localisation dans le biotope ruminal
en quatre groupes (Molettea, 2008).

e Bactéries libres dans le liquide ruminal

Ce sont des espéces bactériennes fermentaires entourées par une structure trés complexe
fibreuse polyholosidique (glycocalyx) et qui consomment des substrats solubles, et de nombreux

protozoaires qui ingérent des particules alimentaires (Fonty et Forano, 1999).
e Bactéries attachées aux particules alimentaires

Elles représentent jusqu’a 75% de la population microbienne (Koike et al., 2003). C’est
généralement le groupe le plus important dans la dégradation des amidons et des fibres qui se fixent

et adhérent aux particules végétales (Thivend et al., 1985, Belbis, 2007).
e Bactéries adhérentes a la paroi du rumen

Ce sont majoritairement des bactéries Gram* anaérobies facultatives. Elles se fixent sur
I’épithélium squameux stratifi¢ par [’intermédiaire d’un glycocalyx polyholosidique. Les
principales fonctions de ces bactéries sont ’hydrolyse de 1’'urée qui diffuse a travers la paroi du
rumen et la dégradation des cellules eépithéliales fortement kératinisées provenant de la



Revue bibliographique

desquamation de la muqueuse du rumen mais aussi 1’élimination d’oxygene qui diffuse a travers la

paroi du rumen depuis la voie sanguine (Thivend et al., 1985).

e Bactéries adhérentes aux protozoaires

Ces bactéries représentent environ 1 a 10% de la flore totale du rumen. Elles sont attachées a
la surface des protozoaires. Selon la taille des flagelles et des ciliées, les espéces identifiées sont

Streptococcus bovis, Ruminococcus albus et des bactéries méthanogénes (Allison et al., 2007).

Les bactéries ont été aussi classées selon leur aptitude a dégrader et a fermenter les
différents substrats en :

e Bactéries fibrolytiques
Parmi les bactéries qui dégrade les différents substrats fibreux :
- Bactéries cellulolytiques

Les bactéries cellulolytiques apparaissent dans le rumen trois a quatre jours aprés la
naissance de ’animal et leur nombre varie de 10% & 107 bactéries/ml. Le rdle essentiel de ces
derniéres est la dégradation de la cellulose et ces produits d’hydrolyse (Fonty et al., 1988). 1l existe
deux types de bactéries cellulolytiques : des bacilles qui sont majoritairement : Fibrobacter
succinogenes et Butyrivibrio fibrosolvens et des coques : Ruminococcus flavefaciens et
Ruminococcus albus (Belbis, 2007 ; Graham et Malcolm, 1979).

- Bactéries hémicellulolytiques

Les principales bactéries hémicellulolytiques sont Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminicola, ainsi que les Ruminococci qui dégradent I’hémicellulose, la structure la plus complexe
dans la paroi de la plante, elle représente environ 37- 48 %avec le xylane, présent comme 1’un des

principaux polymeéres.

Les xylanases présentent une répartition plus large que les cellulases parmi les bactéries
ruminales. Les microorganismes qui produisent généralement la xylanase sont: R.albus,

R.favefaciens, B.fibrisolvens et P.ruminicola (Belbis, 2007).
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- Bactéries pectinolytiques

Un certain nombre de bactéries assure la digestion de la pectine. Parmi lesquelles
Lachnospira multiparus, Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola, Succinivibrio

dextrinosolvens et Streptoccocus bovis (Tiret, 2001).

- Bactéries dégradant les glucides cytoplasmiques

Un certain nombre de bactéries cellulolytiques ruminales sont également amylolytiques
comme F. succinogenes, et la plupart des souches de B. fibrisolvens. D’autres espéces spécialisées:
Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola, Succnimonas amylolytica
et Selenomonas ruminantium, elles produisent des quantités de succinate, 1’acétate et le formiate

plus élevées et proliférent a des pH inférieurs a 6 (Hungate, 1966).

- Bactéries protéolytiques

Ce sont majoritairement des bactéries amylolytiques (plus de 40 % de la flore ruminale) et
certaines bactéries fibrolytiques parmi lesquelles, R. amylophilus, P. ruminicola, B. fibrisolvens, S.
ruminantium qui exercent cette fonction (Jarrige et al., 1995). Cette activité concerne la majeure

partie des protéines solubles ainsi que des protéines insolubles (Wallace, 1991).
- Les bactéries dégradant les acides organiques

Au sein des bactéries ruminales utilisatrices d’acides organiques, un certain nombre d’entre
elles est capable d’utiliser le lactate. Le pH optimum de fermentation du lactate pour la plupart des
bactéries lacticolytiques est compris entre 6 et 6,5. Et I’acétate est probablement le produit majeur
(Belbis, 2007).

- Bactéries lipolytiques

Un certain nombre de bactéries ruminales sont impliquées dans 1’utilisation des lipides
présents dans le rumen. Anaerovibrio lipolytica posséde une lipase capable d’hydrolyser les
triglycérides en acides gras libres et en glycérol (Bruger, 1983). Les galactolipides et les
phospholipides peuvent étre hydrolyses par 1’estérase synthétisée par certaines bactéries du genre

Butyvibrio entre autre B. fibrisolvens, B. hungatei et B. proteoclasticus (Chen et Wolin, 1979).
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- Bactéries uréolytiques

Ces bactéries sont attachées a la paroi du rumen et contrélent la régulation du débit d’urée
qui traverse la paroi ruminale et transforment 1’urée en ammoniac (la plus importante source
d’azote). Parmi ces bactéries : Succinivibrio dextrinosolvens, Selenomonas sp, P. ruminicola,

Ruminoccocus bromii, Butyrivibrio sp et Treponema sp (Tiret, 2001).

Tableau 1 : Quelques caractéristiques des bactéries rencontrées dans le rumen (Amokrane, 2010 () ;
(Dakhmouche, 2011(2)).

Les substrats dégradés
Diamétre
Espéce bactérienne | Gram forme Cellulose | hémicellulose | Amidon | Pectine | caséine
ym
Fibrobacter - 0.8-1.6 Bacille + + - + -
succinogenes(l)
Ruminococcus + 0.8-0.9 Cocci + + - + -
albus(1)(2)
Ruminococcus + 0.8-1.5 Cocci + + - + -
flavefaciens(1)
Butirivibrio - 0.3-0.8 Bacille - ¥ ¥ ¥ +
fibrisolvens(2) isolé
Prevotella ; 0.8-1.0 Bacille en - + + + +
ruminicola(1) chinette
Selenomonas - 0.9-1.1 vibrion - - i - +
ruminantium()
Streptococcus + 0.9-1.0 Cocci - - + + +
bovis(2)
Ruminobacter - 1.0-15 Bacille - - + - +
amylophilus(2) isolé
Succinovibrio - 0.3-0.8 Bacille - - - + +
dextrinosolvens(1) incurvé
Anagéorovibrio - 0.3-05 Bacille , , . ; +
lipolytica() isolé
. Bacille
Lachnospira + 0.4-0.6 - - - + -
multiparus(2) incurvé

2.2. Les champignons

Les champignons correspondent a environ 8% de la biomasse microbienne. Trois genres ont
été identifiés : mono flagellés comme Neocallimastix, Piromyces et pluri flagellés comme
Caecomyces. lls apparaissent dans le rumen des ruminants quelques jours seulement apres la

naissance (Dusart, 2014).

Les champignons secrete plusieurs enzyme pour la dégradation de nombreux polymeres
structuraux (cellulose, hémicelluloses, pectine) (Amokrane, 2010).
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2.3. Les protozoaires

Les protozoaires sont des organismes unicellulaires de taille trés variable. Dans le rumen, on
distingue deux types, les flagellés et les ciliés ; tous les deux de la sous-classe des Trichostomatiae.
Les protozoaires jouent un role important dans 1’hydrolyse de I’amidon qu’ils stockent sous forme

de réserves (Bestle et Jouany, 1990).

Le nombre de protozoaires varie fortement avec 1’alimentation. Si cette derniere est riche en

glucides, les protozoaires croissent rapidement (Belbis, 2007).

2.4. Les facteurs de variation du microbiote ruminal

2.4.1. Variabilité spatiale

Les microorganismes de la flore ruminale ne sont pas distribués de fagon homogéne et
uniforme. La répartition spatiale des communautés microbiennes entre la phase solide et la phase

liquide du rumen est différente.

Des études réalisées sur la vache et le mouton montrent que quel que soit le régime
alimentaire, les communautés bactériennes de la phase solide contiennent plus de Firmicutes et de
Proteobacteria. Une différence a été également notée entre les communautés microbiennes de la
lumiere du rumen (phase solide et liquide) et celles de la paroi ruminale, composée de 6 a 12 fois
plus de Firmicutes et de 0,3 & 8 fois moins de Bacteroidetes que les communautés bactériennes
ruminales (Zened, 2011).

2.4.2. Variabilité liée a I’alimentation

Le principal facteur qui influence I’équilibre des populations microbiennes du tube digestif
est I’aliment. Il conditionne la fourniture de nutriments et d’énergie pour la micropopulation, et au
cours de sa biodégradation, il agit sur les paramétres physicochimiques du milieu (pH, potentiel
redox, concentration des métabolites...) qui conditionnent 1’équilibre des communautés

microbiennes.

Les régimes riches en amidon et/ou glucides rapidement fermentescibles ont un effet
marqué sur le microbiote ruminal ou on note une augmentation des populations amylolytiques
(Steprococcus bovis, Ruminobacter amylophilus,...), saccharolytiques (les lactobacilles) (Zened,
2011).
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3. Le métabolisme ruminal
3.1. Le métabolisme énergétique

Les sucres libérés par hydrolyse sont absorbés, puis fermentés en pyruvate par les voies
d’Emden-Meyerhof et des pentoses phosphates. A partir de 1’acide pyruvique, plusieurs voies
métaboliques sont alors possibles, aboutissant a la formation des AGV, principalement les acides :
acétique (C»), propionique (Csz), butyrique (Ca), valérique (Cs), caproique (Ce) et leurs isoméres,
avec dans certains cas de I’acide lactique et de gaz (COz2, H2et CHa). L’énergie libérée sous forme

d’adénosine triphosphate (ATP), permet 1’entretien et la croissance microbienne.(RF ??)

3.1.1. Le métabolisme des polyosides pariétaux

Les polyosides structuraux constituent la forme essentielle de stockage de ’énergie des
végétaux. lls sont composés des polymeéres souvent complexes responsables de la rigidité des
végétaux. lls représentent 40-60% de la matiere seche des fourrages et constituent 50-70% de la
matiére seche des parois (Fonty et Forano, 1999). Leurs teneurs respectives varient fortement selon
I’espéce botanique, 1’age de la plante, les organes et les tissus (Fonty et Chaucheyras-Durand,
2007). Ces polyosides ne sont pas hydrolysables par les enzymes digestives des étres vivants
supérieurs, mais sont dégradés par les microorganismes fibrolytiques (Nocek et Tamminga, 1991).

La population microbienne du rumen tire, de la fermentation des oses provenant de
I’hydrolyse des glucides pariétaux, I’énergie (ATP) et le carbone qui lui sont nécessaires pour son
entretien, sa croissance et sa prolifération. Les produits métaboliques de cette fermentation sont un
mélange d’acides organiques a courte chaine, dits acides gras volatils, essentiellement acétique,
propionique et butyrique, et des gaz (gaz carbonique et méthane). Les produits intermédiaires
(acides succinique, lactique...) sont généralement utilises par les microbes au fur et a mesure de leur
formation (Thivend et al., 1985).

Les polyosides pariétaux appartiennent a trois groupes de glucides :
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- Lacellulose

La cellulose est le polysaccharide le plus abondante sur terre. Elle représente plus de la
moitié de la biomasse terrestre et constitue un réservoir de carbone sous forme organique a 1’échelle

de la plante (Fonty et Chauchyras —Durand, 2007).

Elle joue un réle de soutien et représente le constituant principal des parois des plantes

fourrageéres.

La cellulose est un polymere linéaire constitué d’unités de glucose (figurel) reliées entre elle
par des liaisons B (1- 4) glycosidiques (figure 2). Ces liaisons osidiques conferent a la cellulose une
structure tridimensionnelle tres résistante. La cellulose caractérisée par sa nature, posséde une
structure partiellement cristalline, rigide peu réactive et de plus insoluble dans de nombreux
solvants conventionnels. La cellulose posséde aussi des régions cristallines organisées en
microfibrilles (figure3) ainsi que des zones dite amorphes, beaucoup plus réactives (Jarrige et
al.,1995 ; Chambon,2011) .

7 H H liaison hydrogeéne intramoléculaire
o / /
|
CH, o H —0O
= & o o
> vx/ BN V
OH , O/< ,
H—O CH,
I H—O
O
\H \ __liaison hydrogéne
O—H intermoléculaire
HO _ < o) [0) (-\ H,
~ >
9 Sew HO 7\@
\ O—H
o} |
/ O

Figure 1: Arrangement cristallin des chaines d’une microfibrille de cellulose (Alberts et al., 1986).
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CH,OH © CH,OH
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Figure 2: La liaison B (1- 4) glycosidique (Alberts et al., 1986).
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Figure 3 : Caractéres distinctifs des cellules végétales (Alberts et al., 1986).

La dégradation de cellulose par F. succinogenes se fait par I’attachement de ce dernier a la

molécule de cellulose par les protéines fibro-slim et les pilins de type IV (figure 5), puis commence

couper des fibres de cellulose par les enzymes carbohydrates-active (cellulase, exo-

hémicellulase) pour donner les chaines individuelles de cellulose, puis sont transportés par le

systeme de transport ABC (ATP-binding cassette) vers I’espace périplasmique ou se fait la

dégradation par les endoglucanases (Ransom-Jones et al., 2012).

Ruminococcus albus utilisent surtout la cellulose, les hémicelluloses et la pectine. Ces

derniéres donnent essentiellement du C, mais également de maniére variable du dihydrogéne, de

I’éthanol, de 1’acide formique, de 1’acide lactique et de I’acide succinique (Dusart, 2014).

11
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- Les hémicelluloses

Les hémicelluloses constituent entre 10 a 25 % de la matiere seche des fourrages (Jarrige et
al., 1995). Elles sont systématiquement liées et enchevétrées a la cellulose pour constituer la base de
la paroi végétale (figure 3) et (figure 4). Les hémicelluloses sont moins résistantes a 1’hydrolyse que
la cellulose et elles ont une composition beaucoup plus variée. Leur hydrolyse peut libérer un
pentose (principalement arabinose et xylose) ou un hexose (glucose, mannose et galactose). Les
hémicelluloses se différencient de la cellulose par la présence simultanée des liaisons p (1-4) ; B (1-
3);a(1-4); a(1-3). (Jean-Blain, 2002 ; Himmel, 2009).

LR

Rl VRl Rl e
A

Figure 4: Structure de I’hémicellulose (Res et al., 2006).

Les micro-organismes sécrétent de nombreuses hydrolases dans le milieu ruminal. Trois
types de cellulases agissent en synergie : une endo B 1-4 glucanase, une cellobiosidase et une [3-
glucosidase. La premiére attaque la cellulose au hasard pour former des cello-oligosaccharides. La
deuxieme enzyme attaque I’extrémité non réductrice de la cellulose pour donner des unités de
cellobiose et la troisieme hydrolyse la cellobiose et les cello-oligosaccharides de faible degre de

polymeérisation pour donner du glucose (Dusart, 2014).
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Figure 5:Mécanisme de dégradation de cellulose par F.succinogenes (Ransom-Jones et al., 2012).

La cellulose et I’hémicellulose sont attaquees par des cellulases secrétées par des bactéries
cellulolytiques. Elles subissent une hydrolyse lente et partielle aboutissant au stade des oses ou
sucres simples (glucose, pentoses). Ces sucres vont donner d’autres produits aprés leur fermentation
en anaérobie, en premier lieu il s’agit d'acide pyruvique et d'adénosine triphosphate(ATP) utilisée
par les microbes pour leurs besoins d'entretien et de multiplication. Le pyruvate va suivre
différentes voies métaboliques qui aboutissent a la formation d’un mélange d’acides gras a courtes
chaines (AGCC) appelés aussi acides gras volatils (AGV) et selon les rations habituelles les
proportions des acides gras volatils seront: acide acétique (en C2) 60 a 65% du mélange, acide

propionique (en Cs) 18 a 20% du mélange et 10 a 15% d’acide butyrique (en Cs). On peut aussi
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trouver d’autres acides en Cs (valérique) ou en Ce (caproique) mais en quantités beaucoup plus
modestes (2 a 5% du mélange) (Yaakoub, 2006).

Ces acides organiques renferment 1’énergie utilisable par 1’animal, ils sont absorbés surtout a
travers la paroi du rumen et constituent la principale source d'énergie pour lI'animal hote puisqu'ils

fournissent de 70 a 80% de I'énergie totale absorbée chez les ruminants (Sauvant et Milgen, 1995).

La fermentation produit aussi des gaz, surtout le dioxyde de carbone et le méthane. On
trouve une proportion de méthane qui varie entre 25-35 % et une proportion en CO2 qui varie entre
60-70 %. Le CO> est rejeté a la fois par 1’éructation et par la circulation sanguine pulmonaire
(YYaakoub, 2006).

- Les pectines

Les pectines forment 1’ensemble de fibres dites solubles, se sont des polyméres d’acide
uronique et d’oses principalement sous formes de polyméres d’acide a-galacturonique et de
rhamnose liés par des liaisons a (1-4) (figure 6). Leur hydrolyse est donc rapide et elles sont

facilement dégradables par la microflore ruminale (Grenet et Besle, 1991).

des chaines de pectine neutre peuvent étre attachées ici

squelette de résidus d'acide galacturonique (Gua)
liés en a1 —4, dont quelques-uns sont méthylés

des résidus de rhamnose
occasionnels (Rhm) liés en 1,2 A
introduisent des ruptures dans la chaine

Figure 6:Structure chimique de la pectine (Alberts et al., 1986).

Les glucides pariétaux peuvent étre dégradés par les enzymes sécrétées par le microbiote

ruminal capable de produire des B-glycosidase (Dusart, 2014).
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Les enzymes pectinolytiques sont divisés en 2 principaux groupes : les pectines estérases,
qui catalysent la dégradation du méthanol, et les enzymes de dépolymérisation, qui sont soit des

hydrolases, soit des lyases (Belbis, 2007).

Figure 7 : Structure de la pectine (Bestle et Jouany, 1990).

3.1.2. Le métabolisme des constituants pariétaux non polysaccharidiques
e Les protéines de structure

Les parois primaires contiennent de 5-10 % de glycoprotéines (dénommées extensines)
riches en hydroxyproline. Les unités constitutives caractéristiques de 1’extensine sont des chaines
polypeptidiques qui, outre I’hydroxyproline, contiennent les acides aminés suivants : sérine, lysine,
tyrosine et histidine. La majorit¢ des molécules d’hydroxyproline portent des chaines latérales

formées de trois ou quatre molécules d’arabinose (Amokrane, 2010).

On distingue trois principales classes de protéines pariétales : des protéines riches en
glycérine (PRG), des protéines riches en proline (PRP) et des protéines riches en hydroxy proline
(GRH) (Amokrane, 2010).

e Lescomposés phénoliques
- Lalignine
La lignine présente une structure polyphénolique, elle peut incruster 1I’ensemble cellulose-

hémicellulose, par des liaisons non connues avec précision.
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L’organisation s’effectue autour des microfibrilles de cellulose, et aboutit a un treillis dense
et mécaniquement résistant. La lignine sert donc de ciment entre la cellulose et hémicellulose

conférant une plus grande résistance aux parois végétales (Chambon, 2011).

La teneur en lignine est un facteur limitant & la dégradation des parois végétales car elle
n’est pas digestible. Les parois lignifiées résistent longtemps a la dégradation microbienne et a la

mastication (Jarrige et al., 1995).

e Les lipides complexes

La cutine et la subérine sont des composants structuraux importants de beaucoup de parois
cellulaires des tissus protecteurs externes de la plante. La principale fonction de ces lipides est de
former une matrice dans laquelle sont enrobées les cires (composes lipidique a longues chaines
hydrophobes) (Raven et al., 2007 ; Murray, 2008).

La lignification, la subérification et la cutinisation sont des contraintes physiques a I’attaque

microbienne en limitant 1’utilisation de la paroi végétale.
3.1.3. Le métabolisme des constituants cytoplasmiques
e Lesglucides

Ils comprennent les glucides hydrosolubles et les polyholosides de réserve (Amidon). Ils
sont constitués essentiellement d’une fraction glucidique (99 %) et de I’amylose (20 a 30%). Ce
dernier résulte de la polymérisation de molécules de glucoses (entre 500 et 20000) liées par des

liaisons de type a (1-4).
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Liaison o. 1,6-glycosidigue
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Figure 8: Structure de ’amidon (Alberts et al., 1986).

Les glucides solubles et ’amidon (figure 8) sont rapidement fermentés par les bactéries
amylolytiques. La vitesse de digestion ruminale de I’amidon varie selon son origine botanique. La
présence de protéines sur I’enveloppe des grains d’amidon constitue une limite importante a leur
dégradation. La fermentation de 1’amidon favorise la production de propionate et diminue la

méthanogenes (Jouany, 1994).

Un certain nombre de bactéries cellulolytiques ruminales sont également amylolytiques
comme certaines souches de F. succinogenes et la plupart des souches de B. fibrisolvens (selon
Amokrane (2010) les bactéries amylolytiques sont trop petites pour ingérer les grains d’amidon).
Les especes non cellulolytiques — Streptococcus bovis, Ruminobacter amylophilus, Prevotella
ruminicola, Succinimonas amylolytica et Selenomonas ruminantium — comprennent de nombreuses
souches dégradant 1’amidon (Belbis, 2007).
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Figure 9 : Mécanisme de dégradation de I’amidon (Alberts et al., 1986)

Les bactéries amylolytiques comme S. bovis, R. amylophilus, P.ruminicola, S.amylolytica et
S. ruminantium sont impliquées dans I’hydrolyse de 1’amidon. Les bactéries amylolytiques sont
favorisées par un pH ruminal inférieur & 6 (selon Belbis (2007), on retrouve S. bovis a des valeurs
de pH ruminal proches de 5-5,5. Si le pH décroit encore, et passe sous le seuil de 5, la persistance
de S. bovis devient impossible).Ces bactéries secretent des a-amylases et p-amylases
extracellulaires (figure 9), qui vont s’attaquer aux liaisons a-glucosidiques de facon aléatoire. Le
produit final de cette hydrolyse est le glucose qui va pouvoir étre absorbé et fermenté par les

microorganismes.

Une forte teneur en amidon (par exemple avec une forte proportion de céréales dans la
ration) favorise la production de Cs (propionique), au détriment de celle du C, (Acétique) (Dusart,
2014).
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Figure 10 : Résumé des principales voies des fermentations ruminales des polymeres glucidiques (Chentli,

2015).
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Tableau 2 : Principales équations stéochiométriques simplifiées des fermentations dans le rumen (Offner et
al., 2006).

Pyruvate (glycolyse) :
Glucoses + 2 (ADP+Pi) + 2 NAD"€—> 2 Pyruvate +2 ATP + 2(NADH+H")

Propionate :
Pyruvate + NADH + H™<«——> Lactate + NAD~

Lactate + NADH + H"«——> Propionate + H;O + NAD~ (voie du lactate)

Pyruvate + 2 NADH + 3 H* +ADP+Pi<«——> propionate + 2 H,O +2 NAD +ATP
(voie de succinate)

Acétate :

Pyruvate + (ADP+Pi) + NAD™ «——> Acétate + CO, +ATP + NADH

Butyrate :
2 Pyruvates + (ADP +Pi) + 2H™ €—> Butyrate + CO, + ATP + H,0

Valérate :

2 Pyruvates + 3 NADH + 4 H"«——> Valérate + CO, +2 H,O+ 3NAD~

3.2. Le métabolisme azoté

Dans la cellule végétale, les constituants azotés se trouvent soit sous forme des constituants
azotés protéiques (75-85% de I’azote total), soit sous forme des constituants azotés non protéiques
(15-25% de 1’azote total), qui ne sont utilisables par les ruminants qu’une fois transformes en

protéines microbiennes, mais facilement utilisés par la microflore ruminale (Jarrige et al., 1995).
3.2.1. Les constituants azotés protéiques

Ce sont des protéines et polypeptides qui donnent par hydrolyse des peptides et des acides
aminés et ’ammoniaque (figurell). Leur structure et leur nature donnent une certaine solubilité
dans I’eau et dans les différents tampons ainsi qu’une aptitude a étre hydrolysés par les enzymes
bactériennes chez les ruminants (Yaakoub, 2006). Les besoins des microorganismes du rumen en
azote ammoniacal (acides aminés) ou peptidiques (peptides) peuvent étre affecté par la ration

alimentaire (sources d’énergie). Les peptides et les acides aminés stimulent la croissance des
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microorganismes du rumen lorsqu’une source d’énergie rapidement dégradable comme la pectine,
I’amidon ou I’hémicellulose, par contre lorsque des sources d’énergie sont fermentées lentement
comme la cellulose la stimulation par les peptides et les acides aminés ne sont que faiblement

dégradés (National Research Council, 2001).
3.2.2. Les constituants azotés non protéiques

Ce sont des amides, divers nitrates et de ’ammoniac. Il s’agit plutét de formes azotées
simples tel que 1’ion nitrite (NO2 ), I’ion nitrate (NO3’), et I’ion ammonium (N H4+) avec une teneur

assez variable dans les aliments. Parmi les aliments les plus riches on trouve les graines
oléagineuses et protéagineuses (22 a 40%). Les céréales sont les plus pauvres en azote non
protéique (10%) (Yaakoub, 2006).

La teneur en matiéres azotées chez les plantes fourragéres dépend de leur stade de
végétation. Au début de croissance, les graminées fourragéres feuillues contiennent environ 20% de
matieres azotées totales (MAT) dans la matiére seéche. Cette teneur diminue a 3% dans les pailles de
céréales et I’herbe séche. Cette teneur dépend également de la nature botanique : le mais fourrager

est plus pauvre en azote que les légumineuses.

Dietary Protein
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Figure 11:Mécanisme de dégradation les protéines et les acides aminés (Bach et al., 2005).
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Ruminal Bacteria

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

particulierement par les bactéries et les protozoaires. Les bactéries ruminales ont une forte activité
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protéolytique par rapport aux protozoaires car cette activité est présente au niveau de leur paroi

cellulaire, a I’inverse des protozoaires dont I’activité protéolytique est intracellulaire.

Figure 12 : Structure tertiaire de protéine (Alberts et al., 1986)

Ruminobacter amylophilus, Prevotella ruminicola, sont des bactéries protéolytiques.
Butyrivibrio  fibrisolvens, Selenomonas, Succinivibrio, Lachnospira, Eubacterium, et

Fusobacterium ont également été isolées sous certaines conditions (Belbis, 2007).

La premiére étape du métabolisme azoté dans le rumen est la protéolyse. Les enzymes
bactériennes agissent directement sur les protéines solubles pour produire des peptides et des acides
aminés (figure 12). La vitesse de dégradation des protéines dépend tout d’abord de la solubilité : les
prolamines et les glutélines, qui sont insolubles, sont plus lentement dégradées que les globulines,

qui sont solubles (Dusart, 2014).

Les protozoaires ingerent les résidus protéiques (acides aminés) et les bactéries elles-mémes.
Les acides aminés présents dans le rumen sont désaminés majoritairement par les protozoaires pour
former ’ammoniac (NH3) sous forme d’ammonium et des squelettes carbonés dont des AGV
ramifiés, en particulier isobutyrate et isovalerate. L’activité uréolytique de certaines bactéries
participe aussi a la production de NH3, a partir d’urée alimentaire ou endogéne (Chentli, 2015 ;
National Research Council, 2001).

La deuxieme étape est une synthese proteique par les microorganismes (c’est la phase de la

protéosynthése microbienne) qui est assurée par la présence d’énergie nécessaire libérée au cours de
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la dégradation des glucides (YYaakoub, 2006 ; National Research Council, 2001), réutilisant en partie

les produits de dégradation (peptides, acides aminés et ammoniac préférentiellement).

Les protéines microbiennes assurent 60 a 70% de 1’apport protéique des ruminants (Chentli,

2015).

L’urée produite dans le foie a partir du NHsruminal peut étre recyclée par la salive ou a
travers la paroi du rumen, ou lorsque ces processus sont saturés, I’urée peut étre éliminée par la voie
du lait ou par I'urine. Ce processus de recyclage est essentiel dans le cas des rations pauvres en
protéines ou en N dégradable. Une relation linéaire entre le NH3 ruminal et 1’urée du lait ou du sang
a été déterminée (Chentli, 2015).

L’ammoniac est la plus importante source d’azote pour la croissance des bactéries
ruminales. En fonction de 1’alimentation, 60 a 90% de 1’azote consommé journalierement par le
ruminant est converti en ammoniac, et de 50 a 70 % de 1’azote bactérien est issu de 1’ammoniac

(Belbis, 2007).

LUMIERE CELLULES INTESTINALES
INTESTINALE

Aminoacides

5> Aminoacides

. Tripeptides
" Dipeptides

Oligopeptides Ao

Figure 13 : Digestion et absorption des protéines microbiennes (Berg et al., 2013).

Les protéines des cellules microbiennes produites dans le rumen sont dégradees au niveau
intestinal par des protéases et des peptidases. Les aminoacides isolés, ainsi que les di- et tripeptides,
sont transporté de la lumiére du tube digestif dans les cellules intestinales (figure 13), puis libérés

dans le sang afin d’étre absorbés par d’autre tissus (Berg et al., 2013).
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4. Le métabolisme de sources azotées alternatives
4.1. Le bicarbonate d’ammonium

Le bicarbonate d’ammonium(NHsHCO), composé inorganique de poids moléculaire 79,06
g.mol™ avec un prix de 11,20 Euro/Kg (Sahli et Latrous, 2015), et un pH de 7,8. Le bicarbonate

d’ammonium n’est pas toxique pour les étres vivants.

Il constitue une source importante de 1’azote, 30-50% des protéines microbiennes du rumen

peut étre recyclé a partir I’ion de I’ammonium (Morrison, 2000).
4.2. Le Glutamate de sodium

Le glutamate de sodium est un composé organique. Sa formule chimique est : CsHsNOsNa
(figure 14). sa masse moléculaire est de 187,13 g.mol™* avec un prix de 5,33 Euro/Kg (Sahli et
Latrous, 2015), et un pH de 7.

L-acide
glutaminique
(Glu)

Figure 14 : Structure de I’acide glutamique.

Le glutamate de sodium est bénéfique pour 1’animal, car une fois dans les bactéries, 1’ion
d’ammonium et les acides aminés sont transformés en groupement amide de la glutamine ou (et) de
I’asparagine. Ces groupements sont utilisés pour 1’amination de 1’a-cétoglutarate en glutamate
(figure 15(1)). Vient ensuite la synthese de I’alanine et de I’aspartate. Puis Celle des autres acides
aminés (glutamine, proline) (figure 15(2) et (3)) a lieu par transfert des groupes aminés sur d’autres
chaines carbonées. L’ensemble de ces acides aminés est alors utilisé pour la formation des protéines

et la synthese des acides nucléiques (Thivend et al., 1985).
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a-cétoglutarate + NH;" + NAD(P)H  ___Glutamate +NAD(P)" (1)

Glutamate + NH4* +ATP <~ Glutamine + ADP + Pi (2)

T

Glutamine synthétase
Glutamate + NADPH,H* +ATP  «<— Proline + ADP + Pi + NAD(P)" (3)

Pyrroline 5-carboxylate réductase

Figure 15 : Processus d’amination et la synthése des acides amines.

Ces réactions de transamination sont réversibles et elles peuvent donc étre utilisées pour la

synthése des aminoacides a partir de a-cétoacides (Berg et al., 2013).

L’atome d’azote du glutamate est converti en ion ammonium libre par désamination
oxydative. Cette réaction est catalysée par le glutamate déshydrogénase. Cet enzyme est inhabituel
en ce sens qu’il peut utiliser soit le NAD™, soit le NADP* du moins dans certaines espéces. La

réaction s’effectue par déshydrogénation de la liaison C-N (Berg et al., 2013).
4.3. Le nitrate de potassium

Le nitrate est un composé inorganique. Sa formule chimique est NOs™. Sa masse moléculaire

est de 62 g.mol™.

L’azote constituant la molécule de nitrate est dénommé azote nitrique et généralement noté
N-NOz". Le nitrate est un élément minéral nutritif pour les végétaux et les microorganismes. On
peut trouver le nitrate sous forme KNOg, c’est le nitrate de potassium, sa masse moléculaire est
de101, 01 g.mol™.Le prix de ce produit est 5,61 Euro/Kg (Sahli et Latrous, 2015), et un pH de 6,2.

Le nitrate de potassium est toxique pour les microorganismes. Les nitrites sont absorbés a
travers la paroi du rumen dans le sang ou ils interagissent avec I'hémoglobine dans I’érythrocyte

pour former la méthémoglobine, qui est incapable de transporter I'oxygene (Yang et al., 2016).

Tableau 3 : Niveau du nitrate de fourrage (base de matiere seche) et I'effet potentiel sur les animaux (Kraig
etal., 2011).
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ppm Nitrate (NO3)

Effet sur les animaux

0-3,000 Pratiqguement toute sécurité.
Modérément sécurité dans la plupart des situations;
3,000-6,000 limiter I'utilisation des animaux stressés & 50% de la
ration totale.
Potentiellement toxique pour le bétail en fonction de la
6,000-9,000 situation; ne devrait pas étre la seule source

d'alimentation.

9000 et au-dessus

Dangereux pour le bétail et souvent va causer la mort.

La réduction du nitrate et I'accumulation du nitrite dans le rumen ont d'abord été détectée par

Shapiro et al. (1949) et Lewis (1951). Le nitrite résultant de la réduction des nitrates est donc

toxique et les conséquences de nitrate peuvent étre fatales.

Le schéma global du métabolisme du nitrate dans le rumen est représenté sur la figure :

NO, utilisation/Dégradation

Dégradation par
nitrate réductase
v
NOy >NO
Processus Nitrate réductase
d’utilisation e Processus de
Utilisation par . .
T degradation |
le  nitrite réductase -
NH.OH N,O
) Utilisation
ar
NH, . P .
I"hydroxylami
ne réductase
, !
L = Acides aminés N, =—

Figure 16: Métabolisme du nitrite et du nitrate (Yang et al., 2016).
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Les reductions assimilatrice et dissimulatrice du nitrite, conduisent a la production
d'ammoniac et ont été mises en évidence dans le contenu du rumen. En incubation avec le contenu
ruminal de bovin in vitro, la réduction assimilatrice des nitrates était prédominante, et aucune
dénitrification de N2 n’a été détectée, mais une certaine accumulation de N2O, a eu lieu apres
I'addition du nitrite. Selon I'équilibre des activités enzymatiques, la séquence de réduction de NOs a
NH4" peut donner NO2, NO ou N0 a toute étape (figure 15). Normalement, la réduction du nitrite
en ammoniac est beaucoup plus lente que la réduction du nitrate en nitrite, ce qui conduit a
I'accumulation de nitrite. Ainsi, une concentration dangereuse de nitrite peut avoir lieu quand un

régime alimentaire riche en nitrates est introduit (Yang et al., 2016).

Plusieurs facteurs importants influent sur la toxicité du nitrite dérivé du nitrate :

1- Les concentrations élevees de nitrates dans I'alimentation.

2- Le taux de consommation d'aliments.

3- Le taux bas de réduction du nitrite en ammoniac dans le rumen.

4- Un faible taux de passage du rumen, ce qui entraine plus de nitrate, ou la rétention du

nitrite dans le rumen (Yang et al., 2016).

4.4. L’extrait de levure

L’extrait de levure et mélange organique derivé de cellules de levures est composé de :

- 62-73,8 % des protéines totales.

- 10-11,8% d’azote total.

- 4,5-5,8% d’azote aminique.

- <0,5% de cendre de sodium.

- <0,6% de moisissure.

- Le prix de ce produit est de 203 Euro/Kg (Sahli et Latrous, 2015).
- Son pH et de 6,8-7,2.

L’addition de cellules de levure a la ration du ruminant laitier semble, dans un certain
nombre de cas, bénéfique pour le métabolisme ruminal (Reverdin et al., 2004). C’est une excellente
source de vitamines B et d'autres facteurs de croissance non identifiés. Des acides organiques, des
acides aminés et des vitamines peuvent jouer un réle dans la stimulation de I'absorption du lactate

par certaines bactéries comme S. Ruminantium et M. elsdenii (Callaway et Martin, 1997).
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5. Meéthodes d’étude de I’activité métabolique des microorganismes du rumen

Nos essais ont été conduits in vitro, donc entre le milieu ruminal in vivo et le milieu de
fermentation in vitro de grandes différences existent, parmi ces différentes, nous a cité quelques une

dans le tableau 4.

Tableau 4 : Comparaison entre le milieu ruminal in vivo et le milieu de fermentation in vitro.

In vitro In vivo

. ) ] - Le systeme de fermentation est discontinu
- Le systéme de fermentation est fermé. ]
(ouvert/fermé).

- Absence d’apport externe et pas d’absorption ] ) ]
) o - Evacuation du contenu ruminal et absorption
des acides amines.

par la paroi ruminale.

- Accumulation des métabolites terminaux. ' ' i
- Pas d’accumulation des métabolites terminaux.
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Matériel et méthodes

1. Introduction

Notre travail a été réalisé in vitro, dans des conditions d’anaérobiose a 39°C et a un pH
de 6,8 dans un milieu tamponné au bicarbonate de sodium. Il consiste a étudier I’effet de
différentes sources d’azote telles que le bicarbonate d’ammonium, le glutamate de sodium, le
nitrate de potassium et 1’extrait de levure sur ’activité métabolique des bactéries ruminales
spécialisees dans la degradation de la cellulose (cellulolytiques), de la pectine
(pectinolytiques), de I’amidon (amylolytiques), de ’hémicellulose (xylanolytiques) et de la
caséine (protéolytiques). Pour cela I’inoculum (contenu ruminal filtré) a d’abord été épuisé
dans les conditions citées au début de ce paragraphe pour réduire 1’énergie et I’azote résiduels
apportés par les particules alimentaires solubles ou celles qui passent a travers le filtre.
L’inoculum épuisé sert ensuite a assurer 1I’inoculation des différentes combinaisons source

d’azote — source d’énergie.
2. Epuisement de I’azote et de I’énergie résiduels

Comme I’inoculum est constitué par le contenu ruminal apporte des particules
alimentaires est malgreé la filtration, nous avons essayé de réduire au maximum cet apport en
énergie. La fin de I’épuisement est estimée par 1’apparition d’un plateau dans la courbe de

production de gaz.
3. Les sources d’azote sont-elles utilisées comme source d’énergie

Pour répondre a cette question, nous avons effectué un épuisement suivi d’un 1’ajout
de chaque source d’azote (équivalent a 222,52 N mg/l) et d’une incubation pendant 22h en

anaérobie & 39°C et un pH 6.8.
4. Effet de la source d’azote sur les principaux groupes bactériens dans le rumen

Afin d’étudier I’effet des différentes sources d’azote sur les bactéries cellulolytiques,
pectinolytiques, amylolytiques, Xxylanolytiques et protéolytiques et déterminer la source
d’azote qui stimule le plus les groupes bactériens, nous avons effectué des fermentations en
utilisant la cellulose, ’amidon, la pectine, le xylane et la caséine avec les différentes sources
d’azote, le bicarbonate d’ammonium, le glutamate de sodium, I’extrait de levure et nitrate de

potassium.
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5. Inoculum et animal donneur

Les animaux a partir desquels 1’inoculum est prélevé, sont des bovins ayant un régime

libre non défini. Ils pésent en général entre 300 et 600 Kg.

L’inoculum utilisé est constitué par le contenu ruminal préleve juste aprés I’abattage a
I’abattoir municipal d’El khroub. L’inoculum est recueilli dans des thermos aseptisés et
transporté directement au laboratoire ou il est filtré sur deux couches de tissu en mousseline.

Le filtrat est ensuite utilisé pour 1’inoculation dans tous les essais.
6. Analyse des caractéristiques de I’inoculum
6.1. Les caractéristique physico-chimiques
e lLepH

Le pH du liquide ruminal est relevé directement aprés son arrivée au laboratoire a I’aide d’un

pH métre préalablement étalonné.
e Le potentiel d’oxydoréduction

Le potentiel d’oxydoréduction ou potentiel redox (millivolts) représente la force des
systemes présents échangeant des électrons. Il est d’autant plus élevé (valeurs positives) que
le milieu est oxydant (Branger et al., 2007).Ce potentiel est mesuré a l'aide d’électrodes
spécifiques.

e Latempérature

La température de I’inoculum est généralement mesurée avant son utilisation a 1’aide d’un

thermomeétre & mercure.
e Détermination de la matiére séche

La matiére seche est déterminée par la perte de poids de I’échantillon par évaporation de

I’eau a I’étuve réglée a 105°C jusqu'a ce que le poids devienne constant.

Méthode
Afin de déterminer le taux de la matiere seche, une quantité du liquide ruminal
homogéneéisé est pesee dans des creusets en porcelaine préalablement sécheés et tarés. Ils sont

par la suite placés dans une étuve a réglée a 105°C pendant 24 heures. Apres 24 h, les creusets
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sont mis dans un dessiccateur pendant au moins une demi-heure pour les refroidir dans une
atmosphére séche.
La teneur en matiere seche est calculée par la relation suivant :
MS = (P2-Po)

%MS =100 x MS / MF, elle est exprimée en g/100g de matiére fraiche.

Po= poids de la tare

P1 = prise d’essai en matiére fraiche

P>= poids apres séchage + la tare

Le taux d’humidité est calculé comme étant le complément a 100 de la MS.

e Détermination de la matiere organique et de la matiére minérale

Lorsque I’échantillon préalablement séché est soumis a une incinération a 550°C, la
matiere organique se consomme et la matiére résiduelle constitue la matiére minérale (AOAC
1990).

Méthode

La quantité de matiére séche déja obtenue dans le méme creuset en porcelaine est ensuite

mise dans un four a moufle a 550°C pendant 8 h. La perte de poids lors de la calcination

correspond a la matiére organique et le résidu aux cendres (AOAC, 1990).

La teneur en matiere minérale (MM) est calculée par la relation suivant:
MM =P,—-Po
%MM =100 x MM / MS, elle est exprimée en g/100g de matiere séche.

Po= poids de la tare

P>= poids apres séchage + tare
e La matiere organique est calculée comme étant le complément a 100 de la MM.
6.2. Les caractéristique microbiologiques de I’inoculum
La flore ruminale est analysée par un examen microscopique de trois types de frottis :

- Un frottis de liquide ruminal frais tel quel (LRTQ), dés son arrivée.
- Un frottis du liquide ruminal filtré (LRF) a travers deux couches de mousseline.
-Un frottis aprés la fermentation.

Les lames sont par la suite soumises a la coloration de Gram des anaérobies selon Kopeloff.
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Tableau 5:Procédure de la coloration de Gram selon Kopeloff.

Procédure de coloration

Réactifs utilisés

On fait agir le cristal violet (solution A) sur la
préparation et on ajoute 5 gouttes de la

solution B : Durée totale 30seconds.

Cristal violet alcalin :

Solution A: 10 g de cristal violet dans 1000 mi
d’eau distillée.

Solution B : 50 g de NaHCO, dans 1000ml d’eau
distillée.

On rince a I’eau de robinet pendant 2 a 3

seconds.

On couvre avec la solution du mordant
(KI+D)
Durée : 60 seconds

Solution iodo-iodurée :

4g de NaOH dans 25 ml d’eau distillée, on ajoute 20
g de iode et 1g de KI, bien dissoudre. On ajoute
graduellement 975 ml d’eau distillée, en agitant

correctement a chaque ajout.

On rince a I’eau de robinet pendant 2 a 3

seconds.

On éponge I’eau avec un buvard propre

On décolore au maximum pendant 15-20

seconds.

Solution de mélange décolorant :
On mélange 300 ml d’acétone a 700 ml d’alcool

éthylique a 95%.

On rince a I’eau immédiatement.

On éponge I’eau en excés.

On recouvre par la solution de contre-
colorant pendant 20 seconds.

solution de contre —colorant :
On ajoute de I’alcool a 95% pour dissoudre
ensuite  on

complétement 20g de safranine;

compléte a 1000 ml avec de I’eau distillée.

On rince puis on seche avant d’examiner le résultat.
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7. Les sources d’azote alternatives

Nous avons utilisé quatre sources d’azote alternatives différentes
e Deux sources d’azote organiques:
- L’extrait de levure (forme essentiellement protéique et aminique de I’azote).
- Le glutamate de sodium (forme aminique de 1’azote).
e Deux sources d’azote inorganiques
- Le bicarbonate d’ammonium

- Le nitrate de potassium

8. Les sources d’énergie

Pour évaluer I'utilisation de différentes sources d’énergie en présence des différentes
sources d’azote par la flore ruminale bovine nous avons utilisé cing polymeéres : la cellulose,

I’amidon, la pectine, le xylane et la caséine.
9. Composition des milieux de fermentation

Dans notre travail nous avons deux types de milieux : le milieu d’épuisement et le

milieu de fermentation avec des compositions différentes.

Tableau 6: Composition du milieu d’épuisement.

Type de milieu Composition par litre
NaHCOsz......ovviiiieeeieeen, 10¢
Eau distillée.......................... 960 ml
Résazurine..................ccoeeen. 1,24 ml
Milieu d’épuisement Solution réductrice : 40 ml
NaOH ..., g ml
NazS .o 049
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Tableau 7 : Composition du milieu de fermentation des différentes sources d’azote.

Composition du milieu de fermentation

Les sources d’azote alternatives g/l

NaHCO;3....ovoeieii 10g
Eau distillée........................ 960ml
Résazurine..........cccvveennnnn... 1,24 ml

Bicarbonate d’ammonium.............1,25

Glutamate de sodium................... 2,67
Nitrate de potassium.................... 1,53
Extraitde levure......................... 1,76

Tableau 8 :Composition des milieux de fermentation des différentes sources d’énergie avec les

différentes sources d’azote.

milieu de fermentation

sources d’azote alternatives g/l

sources d’énergie g/l

NaHCO;................. 109 Bicarbonate Cellulose................. 10

Eau distillée........... 960 ml | d’ammonium............. 1,25 Amidon.................. 10

Résazurine............ 1, 24 ml | Glutamate de sodium....2, 67 Pectine................... 10

Solution réductrice : 40 ml Nitrate de potassium.....1,53 Xylane..................... 10
NaOH .................. 8 ml Extrait de levure........... 1,76 Caséine..............ouenne. 10
NazS ..o 0,49

A chaque essai en ajoute
une seule source d’azote
avec les différentes sources

d’énergie.
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Tableau9 : Composition du milieu de fermentation de la cellulose avec des différentes sources

d’azote.

milieu de fermentation sources d’azote alternatives g/l | source  d’énergie
NaHCO;........c.ooe. ... 10 g | - Bicarbonate
Eau distillé.............. 960 ml | d’ammonium..........ccceveeenn.. 1,25
Résazurine.............1,24 ml | - Glutamate de sodium......... 2,671 | Cellulose........ 10 g/l
Solution réductrice :... 40 ml | - Nitrate de potassium............ 1,53
NaOH ..........oooi... 8 ml | - Extrait de levure................. 1,76
NazS .o 049

10. Préparation des milieux

a) Préparation du milieu d’épuisement

Dans 960 ml d’ecau distillée stérile, on ajoute 10g de NaHCO;, 1,24 ml de la
résazurine. Ensuite on stérilise le milieu dans I’autoclave pendant 15min a 120°C. Apres
autoclavage, le milieu est placé dans un bain- marie a 39°C et maintenu sous un flux continu
de CO: par barbotage. On ajoute 40 ml de solution réductrice constituée de 8ml de NaOH et
0,49 de Na,S. Le barbotage est maintenu jusqu’a la réduction du milieu indiquée par le virage

de la couleur de I’indicateur du potentiel d’oxydoréduction (résazurine) du bleu au rose avant

de devenir incolore (figure 17).

Figure 17: Virage de couleur du milieu d’épuisement.

35



Matériel et méthodes

b) Préparation du milieu de fermentation

b.1. Milieu de fermentation des différentes sources d’azote

Dans 960 ml d’eau distillée stérile, on ajoute 10 g de NaHCO3, 1,24 ml de la
résazurine. Ensuite on stérilise le milieu dans I’autoclave pendant 15 min a 120°C. Aprés
autoclavage, le milieu est placé dans un bain- marie a 39°C et maintenu sous un flux continu
de CO; par barbotage. On ajoute 40 ml de solution réductrice constituée de 8 ml de NaOH et
0,4 g de Na,S. Le barbotage est maintenu jusqu’a la réduction du milieu indiquée par le
virage de la couleur de I’indicateur du potentiel d’oxydoréduction (résazurine) du bleu au rose

avant de devenir incolore.

-Au cours du transfert, on ajoute dans chaque flacon une seule source d’azote (bicarbonate

d’ammonium, glutamate de sodium, nitrate de potassium ou extrait de levure).

b.2. Milieu de fermentation des différentes sources d’énergie avec les différentes sources

d’azote.

On asuivi la méme démarche de préparation de premier milieu de fermentation (b .1),
et au cours de transfert en ajoute dans les flacons une seule source d’énergie (cellulose,

pectine, amidon, xylane ou cas€ine) a raison de 10g/I.

b.3. Milieu de fermentation de la cellulose avec les différentes sources d’azote

On asuivi la méme démarche de préparation de premier milieu de fermentation (b .1),

et au cours de transfert en ajoute dans les flacons10 g/l de cellulose.
11. Incubation des milieux
11.1 Milieu d’épuisement

-12 flacons en verre stérilisable de 250ml sont préalablement lavés a 1’eau javellisée et rincés
a I’eau distillée sont stérilisés dans un autoclave pendant 15min & 120°C. Quinze d’inoculum

filtré et 15ml du milieu sont transférés en utilisant une seringue en verre aseptisée.

- La colonne de reduction sert a fournir le CO2 pour assurer 1’anaérobiose au cours des

différentes étapes de 1’inoculation. Elle comporte deux bouteilles de gaz 1’une a hydrogene et
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I’autre a COg, et un cylindre remplis de copeaux de cuivre. Le COzest purifié par piégeage
d’éventuelles traces d’oxygene par passage a travers les copeaux de cuivre chauffés a 300°C.
L’oxygene résiduel réagit alors avec le cuivre pour former de I’oxyde de cuivre (CuO).

La durée d’épuisement est entre 5 a 7 heures.
11.2. Milieu de fermentation

Dans les 12 flacons contenant le milieu d’épuisement déja saturés en CO, 120 ml de
milieu de fermentation sont ajoutés a 1’aide d’une seringue de 120 ml.
Aprés chaque inoculation, le flacon est hermeétiquement fermé avec un bouchon
préalablement aseptisé, lié¢ directement a 1’appareil de mesure de gaz.
Une fois I’inoculation des 12 flacons achevée ces derniers sont placés dans un incubateur au
bain-marie a 39°C pour une durée de 24h et 72h. Aprés la fermentation, le contenu de chaque

flacon est vérifié pour son pH final et le Gram de sa population bactérienne.

12. Mesure de ’activité métabolique de la flore ruminale

La production de gaz est fondamentalement le résultat de la fermentation des glucides
en métabolites terminaux, gaz (CO2, Hz, CH4), H20 et AGV (acétate, propionate et butyrate).
La cinétique de fermentation est suivi par la mesure volumétrique de la production de gaz
(figure 18) indiquée automatiquement par 1’appareil qui permet de mesurer instantanément la
quantité de gaz produite dans chaque flacon en donnant a chaque fois un signal lumineux
(0,33 ml). Les signaux sont enregistrés et reportés graphiquement en fonction du temps

d’incubation.
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Figure 18: Appareil de mesure du gaz produit par la fermentation in vitro.

13. Expression et elaboration des données

La mesure de I’activité métabolique a été suivie par I’enregistrement des spots issus de
la production de gaz dans chacun des canaux de fermentation. Chaque spot indique un volume
de gaz dégagé de0,3 ml. Les temps obtenus sont convertis en temps absolus (en heures). Les
volumes obtenus sont ensuite regroupés dans un tableau afin de tracer des courbes
représentant le volume de gaz produit par chaque groupe bactérien en fonction du temps de
fermentation. Pour les sources d’azote utilisées comme source d’énergie, les résultats sont
exprimés en ml de gaz par 222 mg d’azote par litre de milieu d’incubation, alors que pour les
sources d’énergie les résultats sont exprimés en ml de gaz par 10 gramme de MS par litre de

milieu de d’incubation.
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Résultats et discussion

1. Analyse des caractéristiques de I’inoculum
1.1. Analyses des caractéristiques générales

Les animaux utilisés pour le prélevement du contenu du rumen sont des bovins de
différents poids variant entre 350 et 500 kg. Les caractéristiques générales de ce contenu

sont présentées dans le tableau 10.

Tableau 10:Caractéristiques générales du contenu du rumen.

Essais Poids (kg) Consistance Couleur Odeur
0 6%2?;011 5 400 g?::}t?:jgé. Jaune clair Désagréable
12?8220216 400 pailleuse Jaune clair Désagréable
oo P e | Do
032015 soo | PG | veare |

Les contenus de rumen utilisés ont une consistance et une couleur variable. Cette
variation est liée fortement a 1’alimentation des bovins qui, composée d’un mélange de
paille, d’herbe et de foin, donne une couleur verdatre avec une odeur désagreable fortement
piquante ; et une alimentation composée de mais etde paille, donne une couleur jaune claire
avec une odeur moins piquante. L’odeur provient des produits de la fermentation ruminale,

caractérisée par des acides gras volatils.

1.2. Analyse des caractéristiques physico-chimiques

Le pH du rumen, le potentiel d’oxydoréduction (rH), la température, la matiére séche
(MS), la matiére organique (MO) et la matiere minérale (MM) ont été mesurés. Les valeurs

sont présentées dans le tableau 11.
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Tableau 11:Caractéristiques physico-chimiques de 1’inoculum.

Résultats et discussion

pH rH T MS MM MO

mv (*C) (% MF) (% MS) | (% MS)
06%827;316 578 | -220 36 11,67 7,0 92,99
12I/E()S:72i§16 522 | -210 34 16,57 9,11 90,89
26%527;316 5,13 - - 19,25 10,13 89,87
04%55%16 4,95 - 26 11,25 12,06 87,94
24|/E()S§72igle - - - 16,3 11,06 88,94
Minimum 5,78 -210 26 11,25 7.0 87.94
Maximum 4,95 -220 34 19,25 12,06 92,99
Moyenne 5,27 -215 32 15,01 9,87 90,13
écart-type 0,36 7,07 5,29 3,44 1,94 1,94

e pH de’inoculum

D’une maniere générale, les valeurs du pH du liquide ruminal des différents essais
sont comprises entre (4,95 et 5,78) avec une valeur moyenne de (5,27) et un écart —type de

0,36. Cette valeur est favorable pour I’activité des microorganismes du rumen.

Le pH optimal du rumen est généralement compris entre (5,5 et 7) (Dussart, 2014).La
variation du pH est fortement liée a la phase digestive, plus cette derniére avance, plus elle

donne des valeurs plus basses due a la libération des acides gras volatils.

Les valeurs du pH qui sortent de la zone de normalité (4,95 et5,78) sont la
conséquence d’un déséquilibre alimentaire qui peut étre justifié dans notre cas par 1’utilisation

d’un jus de rumen issu des animaux a un régime alimentaire libre.
e Le potentiel d’oxydoréduction

D’une maniére générale, les valeurs négatives montrent que le milieu est en
anaérobiose (pauvre d’0z). Dans notre résultat le potentiel d’oxydoréduction est mesuré entre

(-210 a -220 mV), avec une valeur moyenne de (-215mV), et un écart-type de (7,07). Cette
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valeur est proche de celle citée par Bonneffont (2008), qui a rapporté une zone de (-150 a -
250 mV).

e Latempérature

La température de I’inoculum des différents essais est comprise entre 26°C et 34°C,

avec une valeur moyenne de 32°C, et un écart-type est de(5,29).

La valeur 32°C est proche a celle citée par Dussart (2014), qui a trouvé des valeurs
comprises entre 39 et 41°C. Selon Guillame(2007) cette valeurvariée fonction de 1’intensité

des fermentations ruminales pendant le repas.
e La matiere séche, la matiére minérale, et la matiére organique

La valeur de la matiére séche du liquide ruminale dans les différents essais varie
entre(1,25 % a 19,25%) avec une moyenne de (15,01) et un écart-type de (3,44). Ce résultat
est inférieur a celui obtenu par Fonty et Chaucheyras-Durand (2007) ainsi que celui obtenu

par Amokrane (2010) qui ont enregistré des valeurs entre(8,5 % a 18%).

En ce qui concerne la valeur de la matiere organique, on a obtenu des valeurs variant
entre ( 8,94% et 92,99%) avec une moyenne de (90,13%) et un écart-type de (1,94), alors que
la matiére minérale varie entre (7 % et 12,06 %) avec une moyenne de ( 9,87 )et un écart-type
de (1,94).

Donc le contenu ruminal est riche en matiere organique et pauvre en matiére minérale.

Ceci révele un contenu ruminal assez liquide.

Les variations de ces paramétres dépendent en premier lieu de I’état digestif de

I’animal et de la nature de sa ration alimentaire.

2. Analyse des caractéristiques microbiologiques de I’inoculum

La coloration de Gram et I’observation microscopique révéle en premier lieu dans le
liquide ruminale tel quel (figure 18 a) une dominance absolu des bactéries Gram négatifs par
rapport aux bactéries Gram positifs. Qui sont présente par des formes et mode de
regroupements différents cocci, bacille, diplocoque, tétrade, coccobacille, vibrion, chainette et
d’autre forme que nous n’avant pas pu déterminer a cause de la charge microbienne et la

qualité des microscopes.
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Aprés la filtration, la charge microbienne sont diminuée (figure 18 b) et on constate
une forte diminution des bactéries Gram™ par apport des bactéries Gram qui reste toujours le
plus dominant.

En admettant que la majorité des bactéries Gram™ soit attachée aux fibres alimentaires
(Guillaume, 2007), la quantité des bactéries Gram® disparues aprés filtration est due a
I’élimination de ces derniéres avec les grosses particules alimentaires auxquelles elles

s’associent dont la taille est supérieure a celle des pores du filtre.

Aprés la fermentation, le taux des bactéries Gram négatif et Gram positif ont fortement
diminué (figure 18 c).
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a:Coloration de Gram du liquide ruminal tel quel.

b: Coloration de Gram du liquide ruminal apres filtration.

c:Coloration de Gram du liquide ruminal aprés fermentation.

Figure 18 :Résultats de la coloration de Gram.
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3. L’épuisement de I’azote et de I’énergie résiduels

Durant la phase d’épuisement, la flore ruminale va utiliser 1’énergie et 1’azote apportés
par le contenu ruminal filtré. Cet azote et énergie résiduels sont métabolisés en protéines
microbiennes et en ATP, ceci permet d’abaisser fortement le contenu de I’inoculum en azote
et en énergie et permet de tester I’effet d’une source d’azote ou d’énergie ou les deux a la fois

sans interférence avec 1’apport dlau contenu ruminal filtré.

18,00
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© ]
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i
T 800 W12 04 2016
o
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incubation (h)

Figure 19 :Courbes d’épuisement des différents essais.

Les courbes montrent qu’au bout de 4-5 heures, le plateau de la production de gaz est
atteint, donc les sources d’énergie et d’azoterésiduels ont été bien épuiséespar les
microorganismes du rumen avec une production de gaz estiméea (15,9 ml). Ces résultats sont
en accord avec ceux de Cone et al.,(2009),qui ont obtenu un volume de gaz de (15 ml) au bout

de 5 heures d’épuisement en présencedes sources d’énergie (figure 19).

La forte production de gaz (15,9 ml)est liée a la richesse des aliments en amidon (la
couleur de I’inoculum est jaunatre), qui présentent une teneur élevée en énergie (99%)
comparée avec ceux riches en fibre (herbe, foin, paille de couleur verdatre) ayant une faible
teneur en énergiedont lafaible production de gaz (1,5 ml).
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La durée de chaque essai avec leur volume minimal et maximalde production de gaz

sont représentés dans le tableau 12.

Tableau 12 :Tableau récapitulatif desdurées d’épuisement etdes productions minimales et
maximales de gaz des différents essais.

_ Date Durée Volume minimalde gaz | Volume maximal de gaz
Essais d’incubation (h) (ml) (ml)
1 06/04/2016 5 2,4 54
2 12/04/2016 6 3,6 15,9
3 26/04/2016 7 0,6 15
4 04/05/2016 5 0,3 1,8
5 16/05 /2016 6 0,3 15
6 24/05/2016 6 0,6 15

4. Lessources d’azote comme source d’énergie

Apres la phase d’épuisement, on rajoute les sources d’azotes alternatives. Dans cet

essai, nous avons répondu a la question :est-ce que les microorganismes du rumen peuvent

utiliser les sources d’azote alternatives comme source d’énergie ?
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X nitrate de potassium

X nitrate de potassium

® extrait levure
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sans sources d'azote

25

Figure 20:Courbes d’utilisation des sources d’azote comme sources d’énergie.
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Le glutamate de sodium est le plus rapidement fermenté par le microbiote ruminal qui

se caractérise par un temps de latence trés court (0,1 h), suivi par I’extrait de levure et le

NH;HCO3 (0,24 h), puis le KNOs (0,33 h) (Tableau 13).

Tableau 13:Caractéristiques cinétique de I’utilisation des sources d’azote comme source d’énergie.

Sources d’azote Pente Temps de latence (h) Volume max de gaz (ml)

Bicarbonate d’ammonium .

(NHHCO) Faible 0,24 1,5
Glutamate de sodium Forte, puis trés forte a 01 216

(Na — glutamate) partir de 12 h d’incubation ' ’

Nitrate de potassium .

(KNO3) Faible 0,33 1,8

Extrait levure Forte 0,24 111

Sans sources d’azote faible 8,06 15

L’addition du glutamate de sodium au jus ruminal donne une forte production de gaz
estimée a (21,6 h), il est suivi de I’extrait de levure (11,1 ml), puis (1,8 ml) et (1,5 ml) pour
KNO3 et NHsHCOgsrespectivement (figure 20).

Les pH mesurés aprés 48 h d’incubation des sources d’azote alternatives avec
I’inoculum sont présentésdans le tableau 15 et varient entre (6,89) et (7,06). La valeur la plus
élevée est obtenue pour I’extrait de levure et la plus basse est enregistrée pour le glutamate de

sodium.

Tableau 14:pH initial et finaldu contenu fermenté de différentes sources d’azote

Sources d’azote Hi pH final, aprés 24 h ApH
fermentées P incubation
Bicarbonate d’ammonium 7,04 0,24
(NH4HCO3)
6,89 0,09

Na — glutamate

Nitrate de potassium 6.8 6,97 017

(KNO3) '
Extrait levure 7,06 0,26
7,07 0,27

Sans source d’azote

L’acidification du milieu de fermentation est essentiellement due a I’utilisation du
glutamate par les microorganismes du rumen comme source d’énergie. L’alcalinisation du

milieu est due a I’accumulation d’ammoniac (NH3) durant la dégradation des protéines et
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polypeptides car, dans le cas de I’extrait de levure, le microbiote du rumen utilise ce dernier
comme source d’énergie (ApH=0,27).

L’ajout du NH4HCO3 et du KNOs ont une influence négative sur le microbiote
ruminal, car lorsque le KNO3 et NH4sHCO3 sont dissous,donnent K+, NOs™ et NH4", HCO3
respectivement, en outre ils ne fournissent pas d’ATP. Par conséquent, le microbiote du
rumen ne peut pas utiliser le KNO3 et NHsHCO3 comme source d’énergie.

Dans I’absence totale des sources d’azote et d’énergie, le microbiote en lyse cellulaire
et la dégradation des protéines cellulaires microbiennes font augmenter le pH (ApH=0,27,
tableau 14).

La production de gaz est liée a la composition chimique du substrat. Lorsque qu’il
s’agit des sources d’azoteorganiques (extrait levure ou Na-glutamate), les microorganismes du
rumen utilisentces substrats comme source d’énergie, contrairement aux sources d’azotes
inorganiques (KNOs, NH4HCO3) qui ne peuvent pas étre utilisées comme source d’énergie et

la production est alors tres basse.

5. Effet des sources d’azote inorganique sur les principaux groupes bactériens du
rumen

5.1.Effet du bicarbonate d’ammonium

Apres la phase d’épuisement on ajoute le bicarbonate d’ammonium au milieu de
fermentation (taux d’inoculation 10%)comme source d’azote alternative. Le résultat de la
fermentation est présenté dans la figure 20, considéré pour 5 h d’incubation seulement a cause

d’une panne d’¢électricité a I’Université.
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Figure 21 : Effet du NH4sHCO; comme source d’azote sur les principaux groupes bactériens du rumen.

En utilisant le bicarbonate d’ammonium comme source d’azote, on constate que la

phase de latence ne dépasse pas (0,4 h) en présence des différentes sources d’énergie.

Tableau 15:Caractéristiques cinétique de la fermentation des sources d’énergie en présence de

NHsHCO:s.

Sources d’énergie+ source d’azote Pente Temps de latence (h) Volume max (ml)

Cellulose - NH4HCOs3 faible 0,4 16,50
Amidon - NHsHCOs Trés élevée 0,01 88,8
Pectine - NHsHCOs Trés élevée 0,02 87,9
Xylane - NHsHCOs3 moyenne 0,24 39
Caseine - NHsHCOs faible 0,1 21,6

Sans sources d’énergie - NHsHCO3 Absence infini 0

Au bout de 5 h de fermentation, le bicarbonate d’ammonium Stimule plus les
amylolytiques et les pectinolytiques qui démarrent plus vite la fermentation sans temps de
latence avec une forte production de gaz estimée de (86,4et 78,9 ml respectivement) suivis
par les xylanolytiques avec une vitesse plus faible et une quantité de gaz de (39 ml). Enfin, les
protéolytiques et les cellulolytiques utilisentle bicarbonate d’ammonium lentement avec le

temps de latence le plus long avec une trés faible production de gaz (21,6 ml et 16,5 ml

respectivement).
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Quant au témoin, contenant du bicarbonate d’ammonium mais pas de source d’énergie, on
constate qu’il n’ya aucune production de gaz, ce qui confirme que le bicarbonate
d’ammonium ne peut pas étre utilisé comme source d’énergie(figure 21), et que 1’étape

d’épuisement a éliminé toute trace d’énergie résiduelle.

Donc le bicarbonate d’ammoniumn n’a aucun effet négatif sur ces principaux groupes
bactériens qui utilisent tous cette source d’azote selon leur capacité et aussi Selon leur
composition chimique. En effet, la cellulose c’est un substrat trés complexe et difficilement
dégradable. Alors que la pectine et I’amidon son facilement dégradables vu leur liaisons
chimiques simples. Ces résultats sont similaires a ceux trouves par Nshalai et al.(1994)qui ont
montré qu’il ya une corrélation entre la vitesse de production de gaz et la composition
chimique des résidus agro-alimentaires.

Les pH finaux aprés fermentation en présence du bicarbonate d’ammonium comme

source d’azote sont présentés dans le tableau 16.

Tableau 16:Valeurs du pH initial et final du contenu fermenté des sources d’énergie en présence de
NHsHCO:s.

Sources d’azote + source d’énergie pHi pH fl,r_IaI, apn_es 48 h ApH
d’incubation
Cellulose - NHsHCO3 7,02 0,19
Amidon - NHsHCOs 6,53 0,3
Pectine - NHsHCOs 6,83 0
6,83
Xylane - NHsHCOs 711 0,28
Caséine - NH:HCO3 6,94 0,11
Sans source d’énergie - NHsHCOs3 6,99 0,16

Les résultats du pH montrent que les valeurs finales du pH sont pratiquement proches
au pH initial en présence des différentes sources d’énergie, sauf pour I’amidon dont le pH

final est plus bas que le pH de départ.
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5.2.Effet du nitrate de potassium

Aprés la phase d’épuisement on ajoutele nitrate de potassium au milieu de
fermentationcomme source d’azote alternative. Les résultats de la fermentation sont présentés

dans la figure 22.

600

= cellulose - nitrate de potassium

x Amidon - nitrate de potassium

* pectine - nitrate de potassium

ml gaz/1,5 MS

xylane - nitrate de potassium

caséine - nitrate de potassium

0 10 20 30 40 50 60 70

Incubation (h) sans surce d'énergie

Figure 22 :Effet du KNO3; comme source d’azote sur les principaux groupes bactériens du rumen.

Les groupes bactériens du rumen ont une production de gaz, des vitesses, des pentes et
des temps de latence différents. Le temps de latence des différents groupes bactériens varie
entre (0,1h) et (0,18h), ce qui est tres court. Donc ces bactéries se sont trés rapidement

adaptées au milieu de fermentation.

Tableau 17:Caractéristiques cinétique de la fermentation des sources d’énergie en présence de KON.

Source d’énergie + source d’azote Pente Temps 8?) latence Volume max (ml)
Cellulose - KNO3 faible 0,08 24,6
Amidon - KNOs élevée 0,03 4719
Pectine - KNOs Tres élevee 0,01 4974
Xylane - KNOs moyenne 0,18 363
Caséine - KNOs faible 0,02 99
Sans sources d’énergie - KNOs faible 0,1 45
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On constate que les bactéries pectinolytiques sont les plus stimulées par le KNO3z qui
ont produitun volume important de gaz. Au bout de 64 h, ces bactéries ont produit(497,4
ml/1,5 g MS)de gaz avec une forte pente qui se traduit par une vitesse de dégradation élevee.
Les bactéries cellulolytiques sont les moins stimulées par le KNOz avec laproduction de gaz

la plus basse (24,6 ml) et la pente la plus faible (Tableau 17).

Le KNOz stimule également les amylolytiques avec une production de gaz de (471,9
ml), avec une forte pente et un temps de latence de (0,03 h), suivis des xylanolytiques (363

ml/1,5 g MS) avec une pente moyenne et un temps de latence de(0,18 h).

La caseine produit une quantité de gaz trois fois moins de celle du xylane, quatre fois

moins que 1’amidon et cing fois moins que la pectine.

Les cellulolytiques produisent la quantité la plus basse de gaz. Donc ces bactéries sont
inhibées par le KNOs, par contre les pectinolytiques, les amylolytiques, les xylanolytiques et

les protéolytiques arrivent a utilisent 1’azote issu du KNOs.

L’utilisation de KNOszcomme source d’azote dans le rumen peut comporter un grave
effet, celui de I’inhibition du groupele plus important et le plus sensible:les bactéries

cellulolytiques.

Les pH obtenus apres fermentation sont rapporté dans le tableau 18.

Tableau 18:pH initial et final du contenu fermenté des différentes sources d’énergie en
présence de KNO:s.

Sources d’énergie + source d’azote pHi pH fl’r)al, apres 68 h ApH
d’incubation

Cellulose - KNO3 6,91 0,1
Amidon - KNO3 6,78 -0,03

Pectine - KNO3 6,89 0,08

6,81

Xylane - KNO3 6,85 0,04

Caséine - KNO3 6,91 0,1

sans sources d’énergie - KNO3 6,97 0,16
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Le tableau montre que le pH final des différents essais est pratiquement proche au pH
initial, a part pour le t¢émoin contenant du KNO3 mais pas d’énergie, (ApH=0,16), qui peut

s’expliquer pas la lyse cellulaire.
6. Effet des sources d’azote organique sur les principaux groupes bactériens du rumen
6.1.Effet du glutamate de sodium
Aprés la phase d’épuisement on ajoutele glutamate de sodium au milieu de

fermentation comme source d’azote alternative. Les résultats de la fermentation sont présentés

dans la figure 23.
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Figure 23 :Effet du Na-glutamate comme source d’azote sur les principaux groupes bactériens du
rumen.

L’activité métabolique des groupes bactériens du rumen se traduit par une production
de gaz, des vitesses, des pentes et des temps de latence différents. Le temps de latence des
différents groupes bactériens varie entre (0,03 et 16,06 h), les résultats sont résumés dans le
tableau 19.

52



Résultats et discussion

Tableau 19:Caracteéristiques cinétiques de la fermentation des sources d’énergie en présence du

glutamate de sodium.

sources d’énergie + source d’azote pente Temps de latence (h) Volume max (ml)
Cellulose - Na-glutamate faible 16,06 123,6
Amidon - Na-glutamate Elevée 1,27 4140

Pectine - Na-glutamate Trés élevee 0,03 472,2
Xylane - Na-glutamate moyenne 2,2 311,1
Caséine - Na-glutamate moyenne 0,04 219,3
sans sources d’énergie - Na-glutamate faible 10,53 14,1

On constate que les bactéries pectinolytiques et amylolytiques sont les plus stimulées

par le glutamate de sodium, elles donnentun volume important de gaz. Au bout de 68 h, ces

bactéries ont produit (472,2 et 414 ml respectivement),avec une forte pente et un temps de

latence de (0,03 h) et (1,27 h)et une vitesse de dégradation importante. Suivent ensuite les

bactéries xylanolytiquesqui sont aussi stimulées par le glutamate de sodium (vol max 311,1

ml/1,5 g MS), avec la pente la plus faible et un temps de latence de (2,2 h) (Tableau 19).

Le glutamate de sodium stimule également les bactéries protéolytiques (219,3 ml)

avec une forte pente et un temps de latence de (0,04 h), alors que les bactéries cellulolytiques

sont les moins stimulées par le glutamate de sodium avec une production de gaz de

(123,6ml), une faible pente et un démarrage trés lentement : (16,06 h).

Les valeurs du pH obtenues aprés fermentation sont résumées dans le tableau 20.

53




Résultats et discussion

Tableau 20 :pH initial et final du contenu fermenté de différentes sources d’énergie en présence du

glutamate de sodium.

sources d’énergie + Source d’azote pHi pH fl’fjah apres 48 h ApH
d’incubation
Cellulose - Na-glutamate 5,82 -1,06
Amidon - Na-glutamate 4,89 -1,99
Pectine - Na-glutamate 5,31 -1,57
6,88

Xylane -Na-glutamate 5,48 1,4
Caséine -Na-glutamate 6,08 -0,8

Sans sources d’énergie - Na-glutamate 6,58 0,3

Le tableau montre que le pH final des différents essais est pratiquement proche au pH
initial, mais contrairement aux sources d’azote précédentes, les ApH, sont négatives, indiquant
qu’une acidification s’est produite, elle découle surtout du caractére acide du glutamate de
sodium. Quand le glutamate de Na est désaming, le squelette carboné comportant deux

fonctions carboxyle (COO-) présentent un caractére acide.
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6.2.Effet de I’extrait de levure

Apres la phase d’épuisement on ajoutel’extrait de levure au milieu de fermentation

comme source d’azote alternative. Les résultats de la fermentation sont présentés dans la

figure 24.
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Figure 24 :Effet de I’extrait levure comme source d’azote sur les principaux groupes bactériens du
rumen.

Les groupes bactériens du rumen ont une production de gaz, des vitesses, des pentes et
des temps de latence différents. Le temps de latence des différents groupes bactériens varie

entre (0,01 h) et (0,49 h), les résultats sont représentés dans le tableau 21.

Tableau 21:Caractéristiques cinétique de la fermentation des différentes sources d’énergie en
présence de I’extrait levure.

Sources d’énergie+ source d’azote pente Temps de latence (h) Volume max (ml)
Cellulose - Extrait levure moyenne 0,03 411,9
Amidon - Extrait levure forte 0,04 517,8

Pectine - Extrait levure forte 0,01 606,6

Xylane - Extrait levure moyenne 0,04 473,7

Caséine - Extrait levure faible 0,03 283,2
sans sources d’énergie - Extrait levure faible 0,49 36
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Au bout de 72 h d’incubation,l’extrait de levurea bien stimulé les bactéries
pectinolytiques et les bactéries amylolytiques.Elles sont démarrées par une vitesse élevée,
un temps de latence trés court (0,01het 0,04 respectivement)et une forte production de gaz
(600et 500ml respectivement). Suivent ensuite les xylanolytiques avec une vitesse moins
forte que, sans temps de latence et un volume de gaz de (473,7 ml/g MS). Viennent ensuite les
protéolytiques avec une vitesse faible par apport les pectinolytiques et aux amylolytiques, un
temps de latence de (0,04 h)et un volume de gaz de (283,2 ml). En effet les cellulolytiques
avec un temps de latence de (0,03 h) et (411,9 ml). Selon chikunya et al.,1996 ; National
Research Council, 2001), lorsque les sources d’énergie sont fermentées lentement la
stimulation de la croissance des microorganismesdu rumen par les acides aminés et les
peptides n’apparie pas. Donc quand on n’ajoute pas la source d’énergie il ya une activité

métabolique mais assez faible.

L’extrait de levure est utilisé par tous les groupes bactériens du rumen mais de fagon
différentes selon le type de substrat énergétique, il ya une évidence que les acides aminés et
aussi des peptides stimule la croissance des microorganismes du rumen lorsque les sources

d’énergie présent sont rapidement dégradable (National Research Council, 2001).

Les pH obtenus apres fermentation des sources d’énergie en présence de 1’extrait de

levure sont résumé dans le tableau 22.

Tableau 22:Valeurs du pH initial et final du contenu fermenté des différente ssources d’énergie en
présence de I’extrait levure.

Sources d’énergie + source d’azote pHi pH fl’f?ah apres 72 h ApH
d’incubation

Cellulose - Extrait levure 5,83 -0,86
Amidon - Extrait levure 5,25 -1,44

Pectine - Extrait levure 5,69 -1

6,69

Xylane - Extrait levure 5,84 -0,85
Caséine - Extrait levure 6,71 0,02
Sans source énergie - Extrait levure 6,62 -0,07

Le tableau montre que le pH final des différents essais est pratiguement proche au pH

initial, mais les différences de pH (ApH) sont négatives,indiquant qu’une acidification s’est
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produite. Cette acidification provient de la désamination des acides aminésprésents dans
I’extrait de levure quidonnent I’ammoniac et des squelettes carbonés dont des acides gras
volatils. Selon (chikunya et al., 1996 ; National Research Council, 2001), lorsque des
peptides sont ajouter en présence des fibres, soit rapidement dégradables comme 1’amidon, la
pectine et 1’hémicellulose ou lentement dégradable comme la cellulose, la croissance

microbienne est améliorée, donc la fermentation de ces sources d’énergie acu lieu.
7. Effet des sources d’azote sur la dégradation de la cellulose

Un essai a part a été réservé au groupe des cellulolytiques vu son importance dans la
dégradation des aliments chez les ruminants (ici des bovins). Aprés la phase d’épuisement on
a ajoutéles sources d’azote organiqueS et les sources d’azote inorganiques au milieu de

fermentation.Les résultats de la fermentation sont représentés dans la figure 25.
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Figure 25 :Dégradation de la cellulose en présence des différentes sources d’azote.

Les courbes de la fermentation de la cellulose en présence des différentes sources
d’azote montrent qu’au bout de 35h I’extrait levure donne une forte production de gaz (190,5
ml), suivi du glutamate (50,7 ml), puis du NHsHCO3(24,9ml) et enfin du KNO3(12,3
ml)Tableau 23.
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Tableau 23:Caractéristiques cinétique de la dégradation de cellulose en présence desdifférentes

sources d’azote.

Source d’énergie + sources d’azote pente Temps de latence (h) | Volume max (ml)
Cellulose - NHsHCOs3 élevée 0,1 24,9
Cellulose - Na-glutamate moyenne 0,05 50,7
Cellulose - KNO3 faible 0,03 12,3
Cellulose -Extrait levure tres élevée 0,02 190,5
Cellulose moyenne 0,01 78,6
Sans source d’énergie-sans sources d’azote faible 0,05 7,5

La forte production de gaz desbactéries cellulolytiques est liée a leur stimulation par
I’extrait levure et le NH4HCOs. En effet, le KNO3 inhibe ’activité cellulolytiques, car dans le
milieusans source d’azote, la production de gaz est de (78,6 ml) beaucoup plus élevée par
rapport a celle produite en présence de KNOsqui n’est que de (12,3 ml).

Les pH obtenus aprés fermentation sontrésumé dans le tableau 24.

Tableau 24:pH initial et final du contenu fermenté de celluloseen présences des différentes sources
d’azote.

source d’énergie + sources d’azote pHi pH fl’f?ah apres 72h ApH

d’incubation
Cellulose-NH4HCOs 6,98 0,24
Cellulose-Na-glutamate 6,89 0,15
Cellulose-KNO; 6,96 0,22

6,74

Cellulose-Extrait levure 6,69 -0,05
Cellulose 6,73 -0,01
Sans source d’énergie-sans sources d’azote 6,9 0,16

Le tableau montre que le pH final des différents essais est pratiquement proche au pH
initial. Les pH mesurés aprés 48 h d’incubation des sources d’azote alternatives avec
I’inoculum en presence de cellulose montrent des valeurs comprises centre (6,69) et (6,98). La
valeur la plus élevée est obtenue pour NH4sHCO3(6,98) et la plus basse est enregistrée pour

I’extrait levure (6,69).

58




Résultats et discussion

Les résultatsobtenusde la production de gaz apres la fermentation de tous les essais
sont récapitulés dans le tableau 25.

Tableau 25 : Tableau récapitulatif des volumes maximum de gaz produits en présence des
sources d’énergie et des sources d’azote.

"z . .
Les sources d’énergie et les sources Sources d’énergie (10 g/litre)

d’azote (222 mg N/litre)

Cellulose | Amidon | Pectine xylane caséine

Bicarbonate

d’ammonium
(NHsHCO3), apreés 5h

d’incubation
Nitrate de potassium
(KNO:3s), apres68h 24,6 4719 497,4 363 99

d’incubation
Glutamate de sodium
(Na-glutamate), aprés48 123,6 414 452,1 311,1 219,3
h d’incubation

16,5 88,8 87,9 39 21,6

Inorganique

Sources d’azote

Extrait de levure, apres
72 h d’incubation

Organique

4119 517,8 606,6 473,7 283,2

A partir des résultats obtenus de la production de gaz en présence des sources d’azote
organiques et inorganiques, on constate que les bactéries cellulolytiques sont
fortementstimuléespar 1’extrait de levure avec une forte production estimée de (411 ,9 ml) de
gaz, par contre ellessont faiblement stimuléespar le bicarbonate d’ammonium avec une
production de gaz de (16,5 ml).

Un résultat proche est enregistré pour les xylanolytiques en présence de 1’extrait de
levure avec une production de gaz maximale estimée de (473,7ml) et elle stimule faiblement
par le bicarbonate d’ammonium avec un volume de gaz produit estimé de 39ml ils sont aussi
enregistré une production intermédiaire avec le nitrate de potassium et glutamate de sodium

estimé de 363 et (311,1 ml) respectivement.

Un résultat supérieur a ceux enregistrés pour les bactéries cellulolytiques et
xylanolytiques est obtenu pour les bactéries amylolytiques. La production maximale de gazest
de(517,8 ml)en présence de I’extrait de levure et laproduction minimale est de (88,8 ml) en
présence du bicarbonate.

Les pectinolytiques sont les plus stimulées par 1’extrait de levure par apport aux autres

groupes bactériens avec une production de gaz estimée de (606,6 ml). Ces bactéries
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sontfaiblement stimulées par le bicarbonate d’ammonium avec une production de gaz estimeée
de (87,9 ml). Une production intermédiaire est enregistréeen présence du nitrate de potassium

et du glutamate de sodium estimée de (497,4) et (452,1 ml) respectivement.

Et enfin, les valeurs les plus basses en présence 1’extrait de levure,sont obtenues pour
les bactéries protéolytiques avec une production de gaz maximale estimée de (283,3 ml). Une
tres faible production de gaz est enregistréeen présence du bicarbonate d’ammonium avec une
valeur de (21,10 ml).

Les temps de latence desdifférentes fermentations des sources d’énergie avec les sources

d’azote sont récapitulés dans le tableau suivant.

Tableau 26: Tableau récapitulatif des temps de latence mis par les différents groupes
bactériens du rumen pour fermenter les différentes sources d’énergie en présence des

différentes sources d’azote.

Les sources d’énergie et les sources Sources d’énergie (10 g/litre)
d’azote (222 mg Nlitre) Cellulose | Amidon | Pectine | xylane Caséine
Bicarbonate
o d’ammonium
_5 (NH4HCO3), aprés 5 h 0,4 h 0,01 h 0,02 h 0,24 h 0,1h
S d’incubation
] D : :
3 s Nitrate de potassium
= = (KNO3),apres 68 h 0,08 h 0,03h 0,01h 0,18 h 0,02 h
; d’incubation
e Glutamate de sodium
3 S | (Na-glutamate), apres 16,06 h 1,27 h 0,01 h 2,20 h 0,04 h
@ g 48 h d’incubation
©
S . \
G | Bumtdelevure apres | go3n | oo0an | 001h | 00sh | 003h

Selon les résultats obtenus,les cellulolytiques ontle temps de latence le plus longestimé
de (16,16 h)avec le glutamate de sodium, et un temps de latence trés court avec 1’extrait de
levure estimé de (0,03h) avec des temps intermédiaires avec le nitrate de potassium et la

bicarbonate d’ammonium estimés de (0,08) et(0 ,4 h) respectivement.
Les amylolytiquessont stimulées par le glutamate de sodium aprés un temps de

latence plus au moins long estimée de (1,27 h) et un temps de latence plus court enregistré

avec le bicarbonate d’ammonium (0,01h). Des temps de latence intermédiairessont
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enregistrés en présence du nitrate de potassium et de I’extrait de levure estimés de (0,03 h) et
(0,04 h).

Des résultats proches sont enregistrés pour les xylanolytiques avec un temps de latence
estimé de 2,2 h en présence du glutamate de sodium et un temps plus court estimé de
(0 ,04h)en présence de I’extrait de levure. Des temps de latence intermédiaire sont enregistrés

avec les sources d’azote inorganiques mesuré entre (0,18 h) et (0,24h).

Des temps trés court sont ainsi enregistrés pour les protéolytiques en présence des
différentes sources d’azote (0,02 h) et (0,1 h).

Un temps de latence tres cout est enregistré chez les bactéries pectinolytiques en
présence des sources d’azote organique (0,01h) ainsi qu’en présence des sources d’azote
inorganique avec (0,02 h).

Les pentes des courbes de production de gaz en présence des sources d’énergie

combiné avec les sources d’azote sont représentées dans le tableau suivant.

Tableau 27: Tableau récapitulatif de la pente de production de gaz en présences des sources
d’énergie et des sources d’azote.

Les sources d’énergie et les sources Sources d’énergie (222 mg N/litre)

d’azote (222 mg N/litre)

Cellulose Amidon Pectine Xylane caséine

Bicarbonate
d’ammonium
(NHsHCO:3), apres 5
h d’incubation
Nitrate de potassium
(KNO3), apres 68h Faible Forte Forte Moyenne Faible
d’incubation
Glutamate de sodium
(Na-glutamate),
apres 48 h
d’incubation

Faible Forte Forte Moyenne Faible

Inorganique

Faible Forte Forte Moyenne Moyenne

Sources d’azote

Extrait de levure,
aprés 72h Moyenne Forte Forte Moyenne Faible
d’incubation

Organique

D’aprés les résultats obtenus, les bactéries amylolytiques et pectinolytiquespossédent
la forte pente avec toutes les sources d’azote organiques et inorganiques.Les bactéries

xylanolytiques possede une pente moyenne avec toutes les sources azote.
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Contrairement aux bactéries cellulolytiques et protéolytiques, on constate une pente
faible avec toutes les sources d’azote a I’exception de I’extrait de levure et le glutamate,

respectivement,ouon observeune pente moins faible que les premiers cas.

Les résultats finaux des pH en présence des sources d’énergie et les sources d’azote

sont représentés dans le tableau 28.

Tableau 28 : Tableau récapitulatif des pH finaux en présences des sources d’énergie
et des sources d’azote.

Les sources d’énergie et les sources Sources d’énergie(10g /litre MS)

d’azote (222 mg N/litre)

Cellulose Amidon Pectine xylane Caseéine

Bicarbonate
d’ammonium
(NHsHCO:3), apres 5
h d’incubation
Nitrate de potassium
(KNO:g), aprés 68h 6,91 6,78 6,89 6,85 6,91
d’incubation
Glutamate de sodium
(Na-glutamate),
aprés 48 h
d’incubation
Extrait de levure,
aprés 72h 5,83 5,25 5,69 5,84 6,71
d’incubation

7,02 6,53 6,83 7,11 6,94

Inorganique

Sources d’azote

5,82 4,89 531 5,48 6,08

Organique

Selon Les résultats obtenus, les bactéries cellulolytiques enregistrentavec le
bicarbonate d’ammonium un pH maximal estimé de (7,02). Le pH minimal est enregistré
avec le glutamate de sodium (5,82).

Des résultats proches sont enregistrés pour les xylanolytiques en présence du
bicarbonate d’ammonium avec un pH maximal de (7,11). Le pH minimal est enregistré avec
le glutamate de sodium avec une valeur de(5,48).

Les pectinolytiques et les protéolytiques possedent des valeurs de pH tres proches a
I’exception du glutamate de sodium ou on a enregistre unpH un peu plus bas pour les
pectinolytiques.

Les valeurs les plus basses sont enregistrées pour les bactéries amylolytiques avec un
pH maximal en présence du nitrate de potassium (6,78). Le pH minimal est enregistré en

présence su glutamate de sodium (4,89).
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Conclusion :

Dans ce travail nous avons étudié¢ 1’effet de différentes sources d’azote organique
(glutamate de sodium, extrait levure), et inorganique (nitrate de potassium, bicarbonate
d’ammonium), sur I’activité métabolique des principaux groupes bactériens fonctionnel du
rumen de bovin. En effet la source d’azote est 1’¢lément le plus couteux dans la nutrition des
ruminants. Le but du travail est de savoir si des sources d’azote alternatives peu couteuses
peuvent stimuler 1’activité métabolique des microorganismes du rumen. Pour cela nous avons
procédé a des fermentations in vitro du liquide ruminal prélevé de bovins, présentés a
I’abattage, a régime alimentaire libre en utilisant comme source d’énergie la cellulose,
I’amidon, la pectine, le xylane et la caséine en des quatre sources d’azote. La premicre étape
consiste a effectuer un épuisement de 1’azote et de I’énergie résiduels de I’inoculum.
L’incubation se fait pendant 5 & 6 h en suivant la production de gaz. La deuxiéme étape
consiste a réaliser des fermentations en utilisant les différentes sources d’énergie avec
chacune des différentes sources d’azote. Le suivi de la fermentation est effectué par la mesure
volumétrique de la production de gaz. Les résultats montrent que les groupes bactériens du
rumen qui dégradent rapidement les polyméres végétaux tels que la pectine, ’amidon et
I’hémicellulose, se procurent rapidement de 1’énergie qui leur permet d’utiliser les différentes
sources d’azote. Les groupes bactériens qui dégradent la cellulose, obtiennent plus lentement
leur énergie a cause des difficultés de la dégradation de la cellulose et présentent plus de
difficulté a utiliser les différentes sources d’azote. Les sources d’azote organiques stimulent
plus DI’activité métabolique des microorganismes du rumen que les sources inorganiques.
L’extrait de levure stimule plus que le glutamate de sodium et le bicarbonate d’ammonium
plus que le nitrate de potassium qui présente méme une inhibition de 1’activité métabolique en

particulier chez les groupes cellulolytiques et protéolytiques.
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Résumé

Notre travail a porté sur I’étude de I’effet de différentes sources d’azote organique, et
inorganique, sur 1’activité métabolique des principaux groupes bactériens fonctionnels du
rumen de bovin. Pour cela nous avons procéde a des fermentations in vitro utilisant le
liquide ruminal prélevé de bovins, comme inoculum, en utilisant différentes sources d’énergie
en présence de différentes sources d’azote. La premiére étape consiste a épuiser I’azote et de
I’énergie résiduels apportés I’inoculum. L’incubation se fait pendant 5 & 6 h en suivant la
production de gaz. Dans la deuxieme étape des fermentations ont été conduites en utilisant les
différentes sources d’énergie avec chacune des différentes sources d’azote. Le suivi de la
fermentation est effectué par la mesure volumétrique de la production de gaz. Les résultats
montrent que les groupes bactériens du rumen qui dégradent rapidement les polymeéres
végétaux tels que la pectine (lag 0,01h), I’amidon (lag 0,01h) et I’hémicellulose (lag 0,04h)
sont capables d’utiliser les quatre source d’azote alors que les groupes bactériens qui
dégradent la cellulose, obtiennent plus lentement leur énergie (lag 16,06h) et sont moins
stimulés par ces mémes sources d’azote. Les sources d’azote organiques stimulent plus
I’activité métabolique des microorganismes du rumen que les sources inorganiques. L’extrait
de levure stimule plus (606,6 ml, chez les pectinolytiques) que le glutamate de sodium
(452,1ml, chez les pectinolytiques), et le bicarbonate d’ammonium (350,80 ml, chez les
pectinolytiques) plus que le nitrate de potassium (497,4 ml, chez les pectinolytiques), qui
présente méme une inhibition de D’activité métabolique en particulier chez les groupes
cellulolytiques (24,6 ml) et protéolytiques (99 ml). La variation du pH traduit entre 5,25 et
7,11, il diminue jusqu’a 5,25 lorsqu’on ajoute ’extrait de levure en ruminants riche en
amylolytiques et augmente jusqu’a 7,11. Lorsqu’on ajoute le bicarbonate d’ammonium en
ruminants riche en xylanolytiques. En conclusion, les sources d’azote organiques et
inorganiques alternatives peuvent étre utilisées avec des rations pour les ruminants composées

d’aliments fibreux pour les premicres et faiblement fibreuses pour les secondes.

Mots clés : fermentation in vitro, extrait de levure, glutamate de sodium, polymeéres végétaux.
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Abstract:

Our work has focused on the study of the effect of different sources of organic and
inorganic nitrogen on the metabolic activity of the main functional groups of bacteria from
bovine rumen. We performed several in vitro fermentations using rumen fluid taken from
cattle, as inoculum, using various energy sources in the presence of different nitrogen sources.
The first step is to exhaust residual nitrogen and energy in the inoculum. Anaerobic
incubation lasted from5 to 6 hours following gas production. The second step of the
fermentations was carried out using different energy sources each with different nitrogen
sources. Monitoring the fermentation is effected by the volumetric measurement of gas
production. Results shown that rumen bacterial group witch rapidly degrade plant polymers
such as pectin (lag 0,01h), starch (lag 0,01h) and hemicellulose (lag 0,04h) are able to use the
four nitrogen source while the bacterial groups that degrade cellulose and protein, getting
slower energy (lag 16,06 h) and are less stimulated by these nitrogen sources. Organic
nitrogen sources stimulate more metabolic activity of ruminal microorganisms than inorganic
sources. Yeast extract stimulates more pectinolytic group (606.6 ml), than sodium glutamate
(452,1ml), ammonium bicarbonate (350,8 ml) and potassium nitrate (497,4 ml). KNOz has
shown some inhibition of metabolic activity especially in cellulolytic groups (24.6 ml) and
proteolytic (99 ml). pH varied between 5.25 and 7,11 and decreased to 5,25 when yeast
extract was used by amylolytic group as nitrogen source and increased to 7,11, when adding
ammonium bicarbonate to xylanolytic bacterial group. In conclusion, organic and inorganic
alternative nitrogen sources may be used with rations for ruminants composed of fibrous feed

for the first sources and for less fibrous for the second nitrogen sources.

Key words: in vitro fermentations, Yeast extract, sodium glutamate, plant polymers.
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Résumé :

Notre travail a porté sur 1’étude de I’effet de différentes sources d’azote organique, et inorganique, sur
I’activité métabolique des principaux groupes bactériens fonctionnels du rumen de bovin. Pour cela nous avons
procédé a des fermentations in vitro utilisant le liquide ruminal prélevé de bovins, comme inoculum, en utilisant
différentes sources d’énergie en présence de différentes sources d’azote. La premiére étape consiste a épuiser
I’azote et de 1’énergie résiduels apportés par I’inoculum. L’incubation se fait pendant 5 a 6 h en suivant la
production de gaz. Dans la deuxiéme étape des fermentations ont été conduites en utilisant les différentes sources
d’énergie avec chacune des différentes sources d’azote. Le suivi de la fermentation est effectué¢ par la mesure
volumétrique de la production de gaz. Les résultats montrent que les groupes bactériens du rumen qui dégradent
rapidement les polymeres végétaux tels que la pectine (lag 0,01 h), I’amidon (lag 0,01 h) et I’hémicellulose (lag
0,04 h) sont capables d’utiliser les quatre source d’azote alors que les groupes bactériens qui dégradent la cellulose,
obtiennent plus lentement leur énergie (lag 16,06 h) et sont moins stimulés par ces mémes sources d’azote. Les
sources d’azote organiques stimulent plus I’activité métabolique des microorganismes du rumen que les sources
inorganiques. L’extrait de levure stimule plus (606,6 ml, chez les pectinolytiques) que le glutamate de sodium
(452,1ml, chez les pectinolytiques), et le bicarbonate d’ammonium (350,80 ml, chez les pectinolytiques) plus que
le nitrate de potassium (497,4 ml, chez les pectinolytiques), qui présente méme une inhibition de I’activité
métabolique en particulier chez les groupes cellulolytiques (24,6 ml) et protéolytiques (99 ml). La variation du pH
traduit entre 5,25 et 7,11, il diminue jusqu’a 5,25 lorsqu’on ajoute 1’extrait de levure en ruminants riche en
amylolytiques et augmente jusqu’a 7,11. Lorsqu’on ajoute le bicarbonate d’ammonium en ruminants riche en
xylanolytiques. En conclusion, les sources d’azote organiques et inorganiques alternatives peuvent étre utilisées
avec des rations pour les ruminants composées d’aliments fibreux pour les premicres et faiblement fibreuses pour
les secondes.
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