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|. Introduction

Ce rapport comprend la synthese des résultats wbtdans le cadre de la convention
« Quantification de la production de méthane patalgillon Blanc Bleu Belge culard en
Wallonie » financé par la Direction Générale degrisulture du Ministere de la Région
wallonne. Ce projet s’inscrit, de maniere générdbms la problématique des émissions de
gaz a effet de serre (GES) d'origines agricoless Plarticulierement, il vise a améliorer les
estimations des émissions des GES provenant deserfigations entériques des bovins

wallons producteurs de viande.

1. Motivations environnementales, économique et soc lales

1.1. Protocole de Kyoto

En ratifiant le Protocole de Kyoto (1997), la Belgg s’est engagée a réduire ses émissions de
GES de 7,5 % par rapport a celle de 1990 (annéegéféeence). Suite a la signature du
protocole par la Russie en février 2005, celuistiafficiellement entré en vigueur et contraint
les pays signataires a remplir leurs engagements.

Dans ce cadre, chacune des parties au Protocdkeyate (1997) doit mettre en place un
systeme national d’estimation de sa production B8 Gart. 5) et rechercher les améliorations
a apporter a la qualité des coefficients d’émissiatilisés, de maniere a permettre de réduire

les incertitudes concernant le systéme climatiquie 10).

1.2. Importance du méthane parmi les GES

Le méthane (Chj est, en ordre d’'importance, le second GES amafidxyde de carbone
(COy). En effet, a volumes égaux, son potentiel sufetede serre est de 21 fois supérieur a
celui du CQ. On estime donc qu’une réduction de 10 % de layotion de méthane aurait
les mémes effets qu’'une diminution équivalentediaissions de CHméme si ce dernier est
présent dans I'atmosphére en quantité beaucoupgphmsle (Chynoweth, 1996). Les sources
de méthane anthropiques sont donc d’excellentedidztes pour des actions visant a réduire

I'effet de ’lhomme sur le climat.
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1.3. Importance des ruminants dans les émissions angjuegpde méthane

Les fermentations entériques des animaux de feeprésentent la source de méthane la plus
importante dans notre pays (tableau 1). En effet/'atdre de 75 % de la production de
méthane en Belgique provient de I'agriculture et fermentations entériques constituent

environ 61 % des émissions agricoles belges (UNFQDQ5).

Tableau 1: Importance des fermentations entériquedans les productions anthropiques de
méthane en 2002 (1000 tonnes d’équivalents @OD’aprés les inventaires
nationaux des GES (UNFCCC, 2005).

Méthane émis Belgique Union européenne
Fermentations entériques 4161 134 638
Total Agriculture 6 822 202 913

Total Anthropique 9131 358 521

Les ruminants sont, de loin, les plus gros produstele méthane d’origine digestive. Le
rumen est, en effet, le siege de fermentationsrahas qui leur conférent la capacité de
valoriser des aliments riches en fibres, mais ipgéirént de grandes quantités de méthane. Le
cheptel ruminant wallon est composé principalententbovins (1 364 222 animaux (INS,
2004)). Les émissions de ces derniers sont domopd&rantes par rapport aux autres sources

de méthane en Région wallonne.

1.4. Origine du méthane

Les émissions de méthane sont une conséquenceedidecla dégradation anaérobie des
glucides (fibres et amidoa.g) dans le rumen (Fig. 2). Ces glucides sont déceép@n
sucres simples puis fermentés par les micro-orgassdu rumen, ce qui aboutit a la
production d’acides gras volatils (acétate, propienbutyrate e.g.), de G@t d’hydrogéne
(Ho). Finalement, I'utilisation du Cfet de I'H, par les bactéries méthanogenes aboutit a la

production de Ckl

Aliments

Fibres et amidon

Figure 1 : Dégradation anaérobie des aliments dare rumen.
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2. Objectifs du projet

Le premier objectif de ce travail était de mettnepéace une méthode simple et économique
permettant de mesurer la méthanogenese ruminateddsetaurillons BBBc. Par la suite, ce
dispositif devait permettre de mesurer la méthanege en routine chez des animaux en
croissance nourris avec des rations proches desadilisées en Région wallonne.

3. Meéthodologie choisie

La méthodologie choisie est basée sur celle dépélmpar Moatet al. (1997). Elle consiste

a perfuser, en continu dans le rumen, de I'éthaitisducomme marqueur de la phase gazeuse
et a y prélever, a intervalles réguliers, des éillmms de gaz. Cette perfusion, et
'échantillonnage qui y fait suite, sont réalisas sles animaux porteurs d'une canule
ruminale permanente. Les échantillons de gaz soalyses par chromatographie en phase
gazeuse pour déterminer la concentration en métf@Hg et en éthane [{Hg]. On peut
alors déterminer le débit instantané auquel le amglest produit dans le rumen en appliquant
la formule suivante :

Débit CH, = débit GHg x [CH4)/ [C2Hé]

Un échantillonnage réalisé a intervalle réguliercaurs de la journée permet, au final, de
calculer la production moyenne de méthane par joairchoix de I'éthane est motivé par sa
proche parenté chimique avec le méthane qui luiecerdes propriétés similaires (solubilité
dans la phase liquide du rumen et comportementnaiagraphique). De plus, il n'est ni

produit ni consommeé dans le rumen.
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Il. Expérimentations

1. Expériences préliminaires

1.1. Introduction

Le premier aspect de ce travail a été de développertechnique d’échantillonnage des gaz
produit dans le rumen chez les taurillons BBBc dmi@re a pouvoir estimer la production
ruminale de méthane. Or, celle-ci varie au courtageurnée, suite a la prise d’aliment, qui
relance a chaque fois les fermentations microbie@niéorigine de la production de méthane.
Vu les grandes quantités de gaz produites dangntken (plusieurs centaines de litres par
jour), il n'est pas possible de collecter I'enti€reles gaz, a l'instar des travaux réalisés sur
des moutons par Fievez al. (2002). L'existence de ces variations cycliquesessite donc

de pouvoir prélever régulierement des échantillansours de la journée.

Par ailleurs, les échantillons collectés doiventuyoir étre stockés avant analyse.
Classiquement, I'échantillonnage de gaz se fait @t avec des sachets en Téflon®, soit
avec des seringues en verre (étanche aux gaz etsrdione vanne), soit avec des ampoules
en verre. Ces matériels sont réutilisables maiess#ent un investissement certain ainsi
gu’'un entretien régulier. Or, plusieurs travauxnidceux de Coolet al. (2004), utilisent des
tubes en verre sous vide partiel (Vacutainer®, @e&ickinson) pour prélever et stocker des
échantillons de gaz (provenant de sol pour Ceoll. (2004)). Ces tubes, habituellement
utilisés pour prélever des échantillons de sangresaplissent simplement en percant le
bouchon avec une aiguille, le vide partiel a I'mgé@r provoquant I'aspiration de I'échantillon.
En comparaison des autres moyens d’échantillonnegex-ci présentent I'avantage de
permettre le prélevement d'un grand nombre d’édlhams a faible colt. Par ailleurs, ils sont
peu encombrants, facilement transportables et gented’avoir un certain confort par le
nombre important d’échantillons qui peuvent étreclsés sans poser de probleme dans la
rotation du matériel. Par ailleurs, ils sont a esagique, ce qui évite les problemes d’'usure
ou de casse. Le modele utilisé est en verre, ngecdmi additif ni revétement en silicone, et
d’'une capacité de 10 ml. Ces tubes ont donc étéstesec un gaz de référence avant de les

utiliser pour nos échantillonnages de gaz du rumen.
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1.2. Méthodologie

a) Analyse des échantillons de gaz

Les échantillons de gaz sont analysés afin de raeurs concentrations en méthane {CH
et en éthane ({ls). Ces analyses sont réalisées a l'aide d’'un chimgnaphe en phase
gazeuse (CPG - Carlo Erba HRGC 5160) équipé d’almoe Q-Plot de 30 m et de 0,53 mm
de diamétre (Resteck), d'un injecteur split et d'détecteur FID (Flamme lonization
Detector). L’hélium est utilisé comme gaz vecteuappareil est calibré au préalable en
utilisant un mélange de référence (24,02 %,,CH99 % GHe dans de I'N Air Liquide,
Belgique). Les injections se font manuellementagde d’'une seringue en verre étanche aux

gaz de 25 pl munie d’'une vanne (SGE, Australie).

b) Utilisation des tubes Vacutainer

La bonbonne contenant le mélange de référeatenunie d’'un détendeur a deux étages lui-
méme équipé d’'une piéce comportant un septum. Geedgermet de prélever une aliquote
de gaz de référence grace a une seringue étanchazapour le calibrage du CPG mais
également de remplir les tubes Vacutaigear utilisant une aiguille double. Cette derniere
permet de percer en méme temps le septum et lehbouen caoutchouc des tubes

Vacutainer.

c) Echantillonnage et stockage des échantillons

Dans un premier temps, 3 tubes ont été remplis lBve@lange de référence puis analysés a
trois reprises, afin de tester la possibilité dedéliser pour prélever des échantillons de gaz
(test 1). Les résultats sont comparés a ceux obtiensi de I'échantillonnage direct du gaz de
référence a l'aide de la seringue. Par la suitetub2s ont été remplis avec le mélange de
référence. Deux tubes différents ont été analysksua reprises apres 0, 3, 6, 9, 12 et 24 h de
stockage, ce qui constitue un test de conservatiogourt terme » (test 2).

Enfin, 12 tubes ont été remplis avec le mélangeéfirence. Deux tubes différents ont été
analysés a deux reprises apres 0, 12, 24, 48,9 letde stockage, ce qui constitue un test de

conservation a « long terme » (test 3).

d) Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques sont réalisees@ypeogramme MiTAB v.13.2.

Le test 1 est analysé selon une analyse de lanearia un critere de classification (ANOVA
1), avec comme facteur fixe I'échantillon. La sturation des moyennes est réalisée selon le

test de Dunnet, qui compare les moyennes a un mefBaignelie, 1975).
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Les tests 2 et 3 sont analysés dans un premiesstsaipn un modéle mixte hiérarchisé a deux
criteres de classification: Y = Temps + Vacutaif@emps) + e. L'effet « Vacutainer
(Temps) » n'étant pas significatif, le modéle esmmdifié en ANOVA 1. Comme
précédemment, la structuration des moyennes dgé@aelon le test de Dunnet, la mesure

au temps 0 étant le témoin (pas de conservation).

1.3. Résultats et discussion

Comme le montre le tableau ci-dessous, l'utilisaties Vacutainer entraine une dilution tres
hautement significative de I'échantillon (diminutides concentrations en et GHe). Il est
probable que le vide partiel dans les Vacutaingserenet de remplir complétement le volume
du tube. Par conséquent, il subsiste dans le tob@sidu de gaz dépourvue de méthane et
d’éthane. Néanmoins, les résultats montrent queralgport entre les concentrations
[CH4)/[C;He] dans le Vacutainer est identique a celui du gaz rdférence. Cette

caractéristique est nécessaire pour pouvoir apgliguméthode de calcul du débit deCH

Tableau 2: Comparaison entre le mélange de référea et trois Vacutainer remplis avec le

mélange de référence pour les concentrations en Gt GHg (% V/V).

Echantillons Tube TémoirSEMY Effet * Intervalle de
« Vacutainer » confiance du témoin
1 2 3
(Dunett)
[CHY 19,40 21,10 20,00 22,35 0,35 Fxk 21,18 - 23,53
[CoHg] 243 2,62 250 2,79 0,04 *xx 2,67 -291
[CHJ/[C-Hg 800 803 801 801 0,01 0,845 7,93-8,10

) Erreur standard de la moyenri€ *** p < 0,001 ;* ™ °Au sein d'une méme ligne, les moyennes suivigsed'u
lettre différente sont significativement différesite

Par ailleurs au niveau de la possibilité de stoekdgs échantillons, le test 2 n’a montré
aucune différence significative entre les échamtdl de référence (stockage inférieur a une
heure) et ceux conservés entre 3 et 24 h. Ceciemée test 3 afin de voir s'il était possible

de les stocker plus longtemps.
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Figure 2 : Evolution du rapport des concentrationdCH 4)/[C,H¢] par rapport aux

témoins en fonction du temps (heures).

Comme le montre la figure 2, le rapport entre @scentrations [Ck)/[C.He] augmente avec
le temps. Cette augmentation entraine une différesngnificative (p<0,05) par rapport aux

références au-dela de 24 h de stockage.

1.4.Conclusions

Suite a ces résultats, les tubes en verre Vacu®&irent été retenus pour la prise
d’échantillons de gaz vu la possibilité de préledes échantillons et vu leur capacité a
conserver I'échantillon pendant une durée de 24nis ;nduire de différence significative dans
le rapport des concentrations [GHC.Hg]. Cette période de 24 h correspond également a la
durée limite de conservation conseillée par lesridabts pour les sacs en Téflon®.
Néanmoins, cette limite de 24 h induit la nécesdigalyser les échantillons au fur et a
mesure de leur prélevement, ce qui limite le nonsbéehantillons qui peuvent étre collectés

sur une journée.
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2. Mise en place du dispositif de perfusion etd’éc  hantillonnage

Le dispositif de perfusion et d’échantillonnage dag dans le rumen est inspiré du systéme
développé par Fievez (2002). Pour rappel, lesltansi utilisés au cours des expérimentations
sont munis d’'une canule permanente au rumen. Less rdesures de la méthanogenése
ruminale, cette canule est fermée par un bouchoctaentchouc qui permet la perfusion de

I’éthane en continu ainsi que le prélévement dbaardlons.

2.1. Matériel et méthodologie développéee

Pour chaque animal, I'éthane (99,95 %, Air LiquiBe|gique) est envoyé vers le rumen a un
deébit constant grace a un contréleur de débit massiGFC 17, Aalborg, Etats-Unis). Il est
ensuite perfusé grace a un tube en PVC (4x6 mmiyanerse le bouchon en caoutchouc qui

ferme la canule ruminale (figure 3).

Figure 3: Systeme de perfusion de I'éthane et d'Bantillonnage ; bonbonne d'éthane [1],

parcours du gaz depuis la bonbonne jusque dans lemen (fleche verte) via le
tube en PVC [2], apres passage a travers le contsdlr de débit massique [3];
détail du bouchon en caoutchouc disposé au niveae th canule [4] : tube

d'échantillonnage (a), robinet a trois voies (b).

Par ailleurs, ce méme bouchon est traversé panhedn PVC rigide (15x16 mm) recourbé
vers la partie supérieure du rumen (sac dorsai),dédivoir accés a la phase gazeuse. Celui-ci
sert de guide a un tube en PVC souple (4x6 mmisé@tgour I'échantillonnage. En effet, ce
tube est raccordé a un robinet a trois voies. lderd’échantillonnage, ce robinet est relié

d’'une part a une seringue en plastique de 100 tnd)a@tre part a une aiguille. Ce systeme
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permet d’avoir acces a tout instant a la phaseug&zéu rumen sans qu’il soit en contact avec

I'air extérieur (figure 4).

Figure 4 : A gauche, détail du bouchon en caoutcheuisposé au niveau de la canule :

bouchon en caoutchouc [1], tube en PVC rigide [2]ahs lequel passe le tube
d'échantillonnage [3], raccordé a son extrémité arurobinet a trois voies [4]
muni d’'une aiguille et d’'un porte aiguille [5]. Tube en PVC souple par lequel
arrive I'éthane [6]. * : partie située a l'intérieur du rumen. A droite, procédure

d’échantillonnage : [7] seringue en plastique, [8jube Vacutainer percé avec une

La prise d’échantillon se fait en 5 étapes: 1°traeeén communication le rumen et la
seringue ; 2° aspirer une fraction des gaz du rumans la seringue; 3° mettre en
communication la seringue avec l'aiguille ; 4° marte septum d’un tube Vacutainer avec
I'aiguille ; 5° fermer le robinet. Ce dispositifp@énd a plusieurs contraintes. Tout d’abord, le
rumen étant un milieu sans oxygene, il ne peutdireontact avec I'atmosphére, sous peine
d’en perturber le fonctionnement. Par ailleurs,rdenen contient une part importante de
liquide et de particules alimentaires qui sont epsibles de rentrer dans le tube
d’échantillonnage suite aux mouvements de l'anigtalle ceux de la paroi ruminale. D’ou
l'utilité de la seringue qui permet, par va-et-tiedu piston de dégager le tube
d’échantillonnage si nécessaire. Enfin, 'utilisatide la seringue permet de s’assurer que la
prise d’échantillon a bien lieu grace au mouvenwnpiston de la seringue lorsque le gaz
rentre dans le tube Vacutainer. Néanmoins, ce mgstgrésente un point faible au niveau de
l'aiguille qui permet I'’échantillonnage. En effatelle-ci peut s’obstruer facilement si une
particule ou une goutte de jus de rumen reste Bqians le dispositif a proximité a

proximité de l'aiguille. Ceci nécessite donc unteole de la part du manipulateur.
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3. Choix d'un débit de perfusion

3.1. Introduction

La mesure de la méthanogenése ruminale nécessperfisser de I'éthane a débit continu
dans le rumen. Néanmoins, il n’est pas possibldé&derminer a priori quel débit utiliser. Le
choix du débit est lié a la contrainte analytigbe.effet, le mélange de référence utilisé pour
le calibrage du CPG titre 2,99 % deHg. Par ailleurs, I'appareil est calibré en injectdas
volumes croissants (de 10 a 25 pl) du gaz de ré&éravec une seringue en verre étanche au
gaz (SGE, Australie). Ceci permet, en injectant\va#gsmes d’échantillon de gaz adaptés (10
a 25 pl), de titrer des concentrations dans unemgaallant de 1,2 a 7,5 % en éthane. Partant
de ces concentrations, il importe que la concentran éthane dans les échantillons de gaz
de rumen prélevé soit toujours comprise entre l@sews extrémes. L'objectif de cette
expérience est de définir le débit de perfusiothdige qui respecte cette condition.

3.2. Méthodologie

a) Animaux et régime

L'expérience est effectuée sur trois taurillons BEB93 + 29,6 kg) en stabulation entravée
selon un dispositif en carré latin. Le disposité gerfusion et d'échantillonnage leur est
appligué deux jours avant. En effet, I'applicatidm dispositif au niveau de leur canule
(remplacement du bouchon de la canule par le difpamplique une entréanévitable
d'oxygene dans le rumen qui peut momentanémentfieroléis conditions dans le rumen.

Les animaux sont nourris a 8h30 et 20h30 avec atienra base d'ensilage de pulpes de
betterave surpressées complétée par du JB25 (S@ANM la paille hachée (5 cm). Ces trois
aliments sont apportés a hauteur, respectivemeri4b, 43 et 2,5 % par rapport a la matiere
séche (MS) totale distribuées. Le niveau d'ingasst limité a 70 g MS/kg PM.

La teneur en MS de la pulpe de betterave étanablarid'un jour a l'autre, elle est évaluée
qguotidiennement par séchage d'un échantillon dangour a micro-ondes grace a un
programme préétabli, avant la préparation journalies rations. Conjointement, la teneur en
MS est contrélée par séchage d’'un échantillon dawesétuve a 60 °C pendant 48 h afin de
déterminer les quantités de MS réellement inggréetes animaux.

Les aliments sont échantillonnés et analysés péterminer leur teneur en matiere seche
(MS), matiére organique (MO), matieres azotéeddst@MAT), en parois cellulaires (NDF :
Neutral Detergent Fiber ; ADF : Acid Detergent F)bet en matieres grasses (EE : Extrait
Ethéré). Les méthodes analytiques sont présemémsnexe 1.
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b) Perfusion et échantillonnage

Trois débits sont testés : 12, 15 et 18 ml/mintenis jours. La perfusion d’éthane dans le
rumen se fait de maniere continue au cours derladed’échantillonnage et commence une
demi-heure avant le premier prélévement qui ajliste avant le repas du matin (8h30, t = 0)
etensuiteal-15-2-3-8,5-12h.

c) Analyse statistique

L'analyse statistique, réalisée avec le programmeThB v.13.2, est basée sur un dispositif
en carré latin en utilisant le modéle linéaire géh®e, un facteur fixe (débit) et deux facteurs
aléatoires (jour et animal). La structuration desyemnes est réalisée selon la méthode de

Newman et Keuls (Dagnelie, 1975).

3.3. Résultats et discussion

a) Composition chimique des aliments

Les aliments utilisés au cours des expérienceepiéss aux point 3, 4 et 5 étant les mémes,
leurs valeurs moyennes sont présentées ici surdessealeurs obtenues pour les différents
échantillons récoltés. La composition chimique {ératseche, matiere organique, matieres
azotées totales, parois cellulaires (NDF et ADFtait éthéré) des aliments distribués aux

animaux est présentée dans le tableau 3.

Tableau 3 : Teneur en MS (g/kg MF) et compositiontemique des aliments (g/kg MS).

Constituants/Aliments Pulpes de betterave JB25 Paille de froment
MS 226 877 876
MO 899 908 940
MAT 95 271 35
NDF 278 248 780
ADF 194 149 546
EE 26 40 12
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b) Concentration en éthane dans les échantillons

[C2H6] (%V/V)

—a— 12 ml/min —®-15ml/min ---¢--- 18 ml/min

0 L] L] L] L] T 1

0 2 4 6 8 10 12
Heures postprandiales (h)

Figure 5 : Evolution de la concentration moyenne ef,Hs (% V/V) dans les échantillons de

gaz en fonction du temps apres la distribution duepas (t = 0).

Comme le montre la figure 5, la concentration draé¢ dans les échantillons est fortement
variable dans le temps, avec un maximum atteine jagant la distribution des repas (0 et 12
h). La diminution de la concentration en éthanesdas échantillons apres la distribution du
repas est bien sdr liée au démarrage des fernmmagui fait suite a I'arrivée des aliments
dans le rumen.

Les concentrations ernpids ont été comparées en fonction du débit utilisétdtite logique, la
concentration en éthane dans les échantillons ideasmgmenter avec le débit utilisé. Or,
aucune différence significative n'a pu étre miseéeitence (voir tableau 4). Cette tendance
est probablement masquée par les variabilités ettentra-animale dans les fermentations
ruminales, et par le faible nombre d’échantillomélgvés. Par ailleurs, des différences dans
les concentrations (a débit égal) peuvent égaleétemtiées a I'échantillonnage, car, comme
ont I'a vu précédemment, celui-ci conserve le rapgmtre les concentrations mais pas
nécessairement les concentrations elles-mémesn,Bhiest apparu que des fuites de gaz
peuvent avoir lieu par les cbtés de la canule,utg@ut influencer les concentrations en gaz

dans les échantillons.
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Par ailleurs, ces résultats confirment que le dd®ithane utilisé n’a pas d’influence sur la

production ruminale de méthane mesurée.

Tableau 4 :  Influence du débit (ml GH¢/min) sur les concentrations en ¢Hg (% V/V) dans le

rumen au cours de la journée et sur la production € méthane mesurée (I/j).

Temps (h) n Débit (ml &E1g/min) SEM®
12 15 18
0 3 541 6,50 7,41 0,78
3 1,23 1,14 1,18 0,22
15 3 1,29 1,07 1,10 0,20
2 3 1,33 1,16 1,24 0,10
3 3 1,55 151 1,82 0,32
8,5 3 3,59 3,10 3,19 1,01
12 3 7,34 5,99 6,19 0,83
CH. (1) 3 1405 149,9 136,0 22.9

@ Erreur standard de la moyenne.

3.4.Conclusions

En ce qui concerne les concentrations limites teséchantillons (1,2 et 7,5 %Hds), aucun
des trois débits ne garantis de rester dans cattelfette pour tous les échantillons. Vu la
dispersion des valeurs obtenues, il était diffidiéechoisir objectivement un débit particulier,
le débit intermédiaire de 15 ml.@s¢/min a donc été choisi pour les deux expériences
suivantes.

Enfin, il a semblé gu’un délai de 30 min de perdusavant le début des prélévements pouvait
parfois étre insuffisant. En conséquence, ce délaié adapté a 10 min a 30 miHgmin
suivi de 45 min a 15 ml £lg/min

Les trois débits de perfusion d’éthane dans le rupemettent de produire des échantillons
de gaz de rumen dont les concentrations en étlanevariablement situées dans la gamme
de calibrage. Les échantillons prélevés entre A ketaprés la distribution du repas générent
toutefois les concentrations les plus faibles éardt, proches de la limite de calibrage. Pour
les expériences futures, le débit moyen de penfiud@15 ml/min sera utilisé et le délai entre
le début de la perfusion et la prise d’échantilkmma porté a 45 min, elle-méme précédée
d’'une période de 10 min au cours de laquelle l'é¢hsera perfusé a 30 ml/min.
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4. Choix d’'une fréquence d’échantillonnage

4.1. Introduction

La production de méthane dans le rumen se fait aeiere cyclique. En effet, celle-ci est
conditionnée en premier lieu par la disponibilitéreitriment pour les micro-organismes. De
ce fait, lorsque l'animal ingere la partie prindgpale sa ration, une grande quantité de
nutriment devient disponible et entraine une prbdocimportante de méthane (pic
principal). Ensuite, le milieu s’appauvrit au fut @ mesure que les micro-organismes
dégradent les nutriments, ce qui induit une dinmute la méthanogenése jusqu’au repas
suivant. Mais celle-ci peut étre relancée lors¢a@ral rumine ou lorsqu’il ingére le reste de
sa ration, ce qui provoque des pics de fermentgigs courts et/ou moins intenses que le pic
principal. Il est donc important d’adapter I'échilohnage des gaz du rumen de maniére a

obtenir une bonne estimation de la production déhamé& au cours de la journée.

4.2. Méthodologie

a) Animaux et régimes

L'expérience est effectuée sur quatre animaux 238,2 kg) en stabulation entravée. Le
dispositif de perfusion et d'échantillonnage estiseen place deux jours avant I'expérience.
lIs sont alimentés de la méme maniere que lor&edpdrience précedentef(point 3.2.)

Afin que la frequence d'échantillonnage choisieresponde a la production de méthane
durant la journée, et que par conséquent un seullgpiméthane n'apparaisse au cours de la
journée, les quantités d'aliments non ingéréesl'pamal dans les 90 minutes aprés la
distribution du repas sont retirées. Les refus schantillonnés puis séchés a I'étuve a 60 °C
pendant 48 h, afin de déterminer la MS réellemegérnée (MSi) par I'animal. Les animaux

sont préalablement adaptés a ce type de distribdes repas.

b) Perfusion et échantillonnage

La perfusion d’éthane dans le rumen se fait de @emantontinue au cours de la période
d’échantillonnage. Sur base de I'expérience préuégdée débit est fixé a 30 ml/min durant
10 minutes puis diminué a 15 mi/min. Le premieragtiion est prélevé 55 min. aprés le
début de la perfusion, juste avant de distribueepas du matin (t = 0) et se fait ensuite a 0,5
-1-15-2-25-3-4-6-8-10- 12 hopération est répétée sur six jours différents.
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c) Calcul de la méthanogenese ruminale

Comme expliqué précédemmerf.(point 1.2.), les échantillons de gaz sont analysa¥s
chromatographie en phase gazeuse pour détermigententration en méthane [¢]JHt en
éthane [GHg]. On peut alors déterminer le débit instantarte;(B 1,01 atm et 21,1 °C) auquel
le méthane est produit dans le rumen en appligadotmule suivante :

(Débit CH,); = (débit GHg x [CH,]i/[C2Hg]i)i.

La production journaliére (en |) est alors calcylée:

CH, journalier = 2 i{(DebltCH“)‘ +2(D6b'tCH4)
i=0

iH} X[Tia _Tu]
ou T; est le moment de prélevement de I'’échantillon i.

d) Analyse statistique

L’analyse statistique est une ANOVA 2 mixte réadisvec le programme IMTAB v.13.2.
avec un facteur fixe (jour) et un facteur aléatgaeimal). La structuration des moyennes est
réalisée selon la méthode de Newman et Keuls (Di@gi875).

Afin de déterminer si une fréquence d'échantillgenaoins importante peut toujours fournir
des résultats satisfaisants, un test d'égalité el anoyennes est réalisé. La production
moyenne, déterminée d'apres les 12 prélévements,camparée successivement aux
différentes moyennes lorsqu’un moment de mesuraejesucombinaisons de moments, sont

soustraits de l'ensemble. Le test de I'hypothédle (m; = nm,) se réalise en calculant les

différences absolues : et la quantité :
th = X1 — X1 _|K—%
tObS =i
SCE,
n(n-1)
dn = X1n — Xon

On rejette I'nypothése nulle lorsqug, >t,_,,,
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4.3. Résultats et discussion

a) Production de méthane et ingestion

L'expérience réalisée sur 4 animaux durant 6 jaugsermis de collecter 22 mesures (2
manquantes pour I'animal 1, jours 5 et 6) de laycbon de méthane. Les courbes moyennes
de fermentation sont illustrées par la figure 6m@twe prévu, les profils de fermentations

présentent globalement un pic principal, suivi @unliminution progressive de la

méthanogenese.
14
12
10
~~
<
= 81
<
T
(o]
whed
= 6
‘0
[
4
2
——1 —=-—2 —®-3 A4
0 L] L] L] L] L] L}
0 2 4 6 8 10 12
Temps (h)
Figure 6 : Evolution du débit de méthane (I/h) efionction du temps et de I'animal.

Comme le montre le tableau 5, il y existe des whfiées tres hautement significatives entre
les animaux au niveau de la production journalidee méthane ainsi qu’au niveau de
I'ingestion. Mais il n’existe aucune corrélatiomgsificative entre ces deux parametres. Il est &
noter que seul I'animal 2 a laissé des refus, ¢cexplique son ingestion nettement inférieure

aux autres.
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Tableau 5 : Productions de méthane et quantités idgées selon I'animal.

n Animal SEMY Effets®
1 2 3 4 Animal Jour
CH. (I/j) 22 166,9 127 4 139, 1297 3,6 **x (0,661

MSi © (kg/)) 24 7,70 6,70 709 7,68 0,09 **k (587
CH, (lkgMSi) 22 21,8 19,7 19,7 169 05 * 0,573

W Erreur standard de la moyenrt€ *** p < 0,001 ; ** p< 0,01 ¥ Matiére séche ingéré&" °Au sein d'une
méme ligne, les moyennes suivies d'une lettrergiffi© sont significativement différentesj0,05).

b) Reéduction de la fréquence d’échantillonnage

Lors de cette expérience, des séries de 12 édbastihnt été prélevés chaque jour sur chaque
animal. Or, ces échantillons doivent étre analgsds les 24 h qui suivent leur prélevement.
Par ailleurs, il faut compter environ 6 a 7 h uriouent pour réaliser ces analyses. Il serait
donc intéressant de pouvoir réduire le nombre dgtiton a analyser quotidiennement afin
de libérer du temps pour d’'autres postes de trgsaih aux animaux, autres analyses, etc.).
Par ailleurs, cette réduction se fait aussi au figméu bien-étre des animaux car ceux-ci
doivent étre debout pour que le prélevement depgase se faire correctement. Les 22 séries
de mesures réalisées donnent une production moydsnmeéthane égale a 138,6 I/j.animal.
Le tableau 6 montre linfluence (différence relatid (%)) que peut avoir le retrait d’'un
échantillon sur la série des 12 préleveés pour lleutde la production de méthane journaliére
moyenne. Le premier et le dernier échantillon dedae ne peuvent étre enlevés puisqu’ils

sont indispensables au calcul de cette méme prioduct

Tableau 6:  Valeurs des variables t de Student eifférences relatives observées lorsqu'un

échantillon est soustrait de I'ensemble des 12 éctidlons prélevés.

Echantillon (n°) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Temps apres le repas (h),5 1 15 2 2,5 3 4 6 8 10
t obs (t th = 2,08) 8,35 1,75 0,72 1,16 2,42 1,88 0,81 4,52 1,25 0,02
d (%) -18 05 02 -04 07 -11 0,7 32 -11 0,0
V (%)@ 12,8 12,6 12,8 12,3 12,8 12,3 13,2 12,3 13,6 11,4

Wt s valeurs t de Student & comparer avget2,08 ;) Coefficient de variation.

Ainsi, la suppression de I'échantillon n° 2, 6 oe®rainerait I'obtention d’'une moyenne
significativement différentes de 138,6 I/j.anim@hd> 1), ce qui ne signifie pas pour autant
une différence de grande amplitude, comme danadede I'échantillon n° 6. Par ailleurs, il

est possible de supprimer jusqu'a quatre échamsillgoour autant que lI'ensemble des

échantillons soit bien réparti sur la période ddél1€eci permet également de garder une idée
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de la maniére dont évoluent les fermentations.i®lus combinaisons sont présentées a titre
d’exemple dans le tableau ci-dessous. Il faut sagégalement que le fait de supprimer des
échantillons influence la dispersion des valeuosprme le montre le coefficient de variation
(V (%) = 100*écart-type/moyenne).

Tableau 7:  Valeurs des variables t de Student efftérences relatives observées pour

différentes combinaisons d’échantillons soustraitde I'ensemble des 12

échantillons prélevés.

v v v
Combi™ to? d (%) Combi. tobs d (%) Combi.  tons d (%)

(%) (%) (%)
3,5 165 -16 1463,5,7 0,16 -0,2 1353,5,7,111,29 -2,0 10,3
3,8 0,29 0,3 13,93,5,8 0,85 1,0 1453,5,8,100,84 -1,3 15,8
3,11 0,40 -04 10/8,5,11069 -0,9 10,33,5,8,110,11 -0,2 115
4,7 1,29 -09 12,83,8,110,27 0,3 11,7
4,8 105 09 14p4,7,110,65 -0,9 11,0
58 0,29 03 134,8,111,02 0,9 11,8
5,10 1,84 -16 138
5,11 0,35 -04 10,2
8,11 0,73 08 11

) Combi.: n° des échantillons non utilisés pour calcul de la production de méthane journaliére.
@t s valeurs t de Student & comparer avget2,08, ® Coefficient de variation.

Ceci peut donc avoir une répercussion sur la poécide la méthode et sur le nombre de
mesures nécessaires, en théorie, pour mettre denga des différences significatives entre
différents traitements (voir point suivant). Enfum nombre réduit d’échantillon risque de
rendre les mesures journalieres plus sensiblespért2 d’'un échantillon ou a une mesure
exceptionnelle de débit.

Il est également possible de remplacer le derrcbardillon de la journée (n° 12) par le
premier. En effet, cela correspond a deux momenfgivalents dans le cycle des

fermentations. Dans cette expérience, cela n’errgesitl aucune différence significative

(tors=0,33;d =-0,1%).

c) Précision de la méthode

2
La relation suivantazz%, permet de déterminer la différende , exprimée en % de la

r
moyenne générale, qui peut étre mise en évidemzeta de I'effectifn, lorsque les risques
d'erreur valent = 0,05 e = 0,1.
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Dans cette relationn est le nombre de mesures \étdésigne le coefficient de variation,
exprimé en pour-cent de la moyenne (Dagnelie, 1975)

Un calcul théorique basé sur la valeur\d€12,6 %) mesuré au cours de cette expérience
montre que 133, 33 et 22 mesures par traitementreqoises pour mettre en évidence une
différence de 5, 10 et 12 %, respectivement, desdraitements. Ces chiffres mettent en
évidence les limites de la méthode.

En ce basant sur les travaux de Bencleaal. (2001), les stratégies alimentaires étudiées
(niveau d’ingestion, proportion et nature du comegn...) induisent des différences de
production de méthane comprise entre 7 et 40 %résdtats de notre expérience montrent
gu'il serait dés lors nécessaire de réaliser 8 rehiens par traitement pour mettre en
évidence une différence relative de 20 %. Sachaet lg variabilité animale surpasse la
variabilité journaliére, la préférence sera tougppde maximiser le nombre d’animaux objets

des mesures au détriment du nombre de jours derenesu

4.4.Conclusions

Cette expérience a permis de confronter la métlogilde mesure aux principales sources de
variation. Les résultats mettent en évidence l'ingotce de la variabilité animale lors de la
mesure de la méthanogenése alors que la variabiténaliere parait secondaire.
Actuellement, le débit journalier de méthane e&tut@ sur base de 12 prélévements de gaz
du rumen. La fréquence d’échantillonnage pourrtig &duite sans altérer la qualité de la
mesure.

Ces sources de variation et la précision de la odéttseront prises en considération lors de

I'établissement des protocoles expérimentaux futurs
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5. Effet du niveau d’ingestion sur la production de méthane par le
taurillon BBB culard

5.1. Introduction

L’objectif de cette expérience est d’étudier I'infhce du niveau d’ingestion d’une ration sur
la quantité de méthane produite par des tauril®BB culard en croissance. Classiquement,
une augmentation du niveau d’ingestion de la ratdnit une diminution de la production de

méthane selon les données de la littérature.

5.2. Méthodologie

a) Animaux et régimes

L'expérience est effectuée sur trois animaux (53520,6 kg). Trois niveaux d'ingestion sont

testés : 55, 65 et 759 MS/kg PM sur trois périatie$ jours. Pour chaque animal et chaque
niveau d'ingestion, 2 jours de mesure sont prépudsaune peériode d'adaptation de 4 jours.
Les animaux sont pesés avant chaque période, demmanadapter leur ration. Les rations

sont les mémes que pour les deux expériences rétesd seules changent les quantités
d’aliments distribuées.

b) Perfusion et échantillonnage
Les conditions de perfusion, d’échantillonnage dtnalyses sont celles décrites

précédemment.

c) Analyse statistique

L'analyse statistique, réalisée avec le programmeThB v.13.2, est basée sur un dispositif
en carré latin en utilisant le modéle linéaire gahee, avec un facteur fixe (niveau
d’ingestion) et deux facteurs aléatoires (jourrgtral). Les interactions sont regroupées avec
I'effet résiduel. La structuration des moyennesréatisée selon la méthode de Newman et
Keuls (Dagnelie, 1975).
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5.3. Résultats et discussion

a) Composition chimique des aliments
(cf. infra)

b) Production de méthane et ingestion

Tableau 8 : Moyennes pour la production de méthanet I'ingestion.

Niveau d’ingestion (g MS/kg PM)  SEMY Effets®

55 65 75 Ingestion  Animal
MSi® (kg/j) 6,12 7,30 8,4F 0,23 Hohk
CH. (I/j) 163,4 157,2 162,1 4,8 0,771 *
CH, (I/kg MSi) 26,8 21,6 19,3 1,0 ok i

W Erreur standard de la moyenrf@ ¥** p < 0,001 ; ** p< 0,01 ; * p< 0,05 ;® Matiére séche ingéré®” °Au
sein d'une méme ligne, les moyennes suivies dattre différente sont significativement différenfps< 0,05 ).

Durant cette expérience, les taurillons ont re@sglantités significativement différentes de
la ration expérimentale (tableau 8), mais la prtidncjournaliere de méthane (l/j) est restée
identique. Nos résultats ne montrent donc pas biae entre la quantité ingérée et la
production totale de méthane par jour, contrairdnserx résultats obtenus par Boadi et
Wittenberg (2001) pour des génisses nourries aeedalirrages de diverses qualités. Ainsi,
la production journaliere de méthane était linémnént corrélées (r = 0,80 ; 9 0,001) a
I'ingestion pour les animaux alimentésd libitum Par contre, cette corrélation était moins
bonne (r = 0,40 ; p = 0,034) pour les animaux afitég de maniere restreinte, comme dans
notre expérience. D’aprés Boadi et Wittenberg (2d@lproduction de méthane peut étre
influencée par l'ingestion mais également par desefirs liés a l'animal, tels que le
comportement alimentaire, la capacité du rumeredaux de passage des digesta (Van Soest,
1982 ; cité par Boadi et Wittenberg, 2001).

En termes de production journaliere de méthanerémstats montrent que I'augmentation de
I'ingestion compense completement la diminutiontelonps de séjour de I'aliment dans le
rumen.

Enfin, il faut aussi tenir compte du fait que cettéthode ne permet pas de quantifier le
méthane d’origine intestinale. L’augmentation dueaiu d’ingestion est susceptible aussi de
déplacer en partie les fermentations microbiennesudnen vers le gros intestin. D’apres
Murray (1976), le méthane produit dans le grosstittereprésente 13 % de la production
totale chez des moutons a I'entretien nourris aeeta luzerne hachée. Mais aucune mesure

de ce genre n'a été réalisée chez les bovins.
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Figure 7 : Régression linéaire entre la productiome CH, (I/kg MSi) et

l'ingestion (kg MSi).
Nos résultats montrent cependant que la produad®mméthane exprimée par kg de MS
ingérée diminue avec le niveau d’'ingestion selomlationproduction de méthangkg MSi)
= 47,2 - 3,38 ¥ngestion(kg MSi) (p < 0,001) (Figure 7). Cette diminutiardéja été mise en
évidence par Blaxter et Clapperton (1962), Johrefodohnson (1995) et Yaet al. (2001).

Elle est également prévue par les modéles mathguestde Benchaat al. (2001).

c) Reéduction de la frequence d’échantillonnage

Lors du chapitre précédent, il était proposé dauirédla fréquence d’échantillonnage en
suivant divers scénarios. Trois de ceux-ci, quisdtraient de réduire les échantillons a huit
par animal, ont été testés sur les résultats obtlems de cette expérience-ci. Pour rappel, ils
consistaient a supprimer les échantillons 3 - 5--12, 3-5-8-100u 3 -5-8 - 11. Or,
chacune de ces combinaisons entraine une sousagstinsignificative pour au moins une

des moyennes, celles-ci allant de 6 a 10 % de lerme.
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Par contre, la suppression des échantillons n° 8, eiccompagné du remplacement de
I'échantillon n° 12 par le n° 1 (4, 6, 1) semble intéressant. En effet, si on reprend les
données de l'expérience précédente, cela donnesaugeestimation non significative de la
moyenne de 0,8 % @hs= 1,58 ; tn = 2,08 ; V = 12,6 %). Quand aux moyennes de cette
expérience, présentées dans le tableau ci-desselles ne sont pas influencées

significativement non plus, avec une faible infloersur la dispersion des valeurs (V).

Tableau 9:  Effet de la suppression des échantillem® 4 et 6 et du remplacement de
I'échantillon n° 12 par le n° 1 sur le calcul desaleurs moyennes de production de

CHy (I/j) pour trois niveaux d’ingestion.

Combi.®  Ingestion (g/kg PM)t ops(tn = 2,571P d (%) Vo (%) V 46121 (%)

4,6,121 55 0,68 -0,4 11,0 10,3
65 0,54 -0,4 12,7 12,8
75 1,51 -2,1 13,5 13,2

%y Combi. : numéro des échantillons non utilisés rpteu calcul de la production de méthane journaliére
@ t us: valeurs t de Student & comparer aveg t ® Coefficient de variation avec 12 échantillons ;
@ Coefficient de variation avec 9 échantillons (rét4 supprimés et n° 12 remplacé par le n° 1).

5.4.Conclusions

La méthode développée jusqu’ici a permis de mettrévidence une relation, G 47,2 -
3,38 I (kg MSi) (p < 0,001), qui montre que la piotion de méthane (I/kg MSi) diminue
lorsque lingestion des animaux augmente, ce queersaccord avec les résultats présentés
dans la littérature (Blaxter et Clapperton, 1968hnson et Johnson, 1995 ; Yetral, 2000 ;
Benchaaet al, 2001).

Nos calculs montrent aussi qu'une réduction deréguence d’échantillonnage risque de
conduire a une mauvaise estimation de la productemeéthane ruminal. Néanmoins, il est
possible de supprimer deux échantillons en matiaiésj que de substituer le premier et le
dernier échantillon de la série puisqu’ils correxgent tous les deux a un méme moment du
cycle de fermentation lié a la distribution desagp.a suppression de ces échantillons se fait
au bénéfice du bien-étre des animaux et représeng@in de temps pour d’autres postes de

travail.
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6. Evaluation de lI'influence de la teneur en amidon de la ration sur

la production ruminale de méthane chez le taurillon BBB culard

6.1. Introduction

Il existe plusieurs moyens pour diminuer la productde méthane par les ruminants. Outre
I'utilisation d’additifs (type Monensin) ou de Iges dans la ration et le traitement des
fourrages (hachage et pelletage), une autre vasilgle est I'utilisation de concentrés riches
en amidon. En effet, le type de glucide (fibresjdam, pectines,...) fermenté influence la
production de méthane, probablement via un effet lsupH ruminal et la population

microbienne. Ainsi, la complémentation ou la subttin de fourrage avec du concentré riche
en amidon se traduit souvent par une diminutionaderoduction de méthane. Bien que
I'ensilage de pulpes de betterave surpresséesitngasaun fourrage en soit, nous avons voulu
tester I'effet d’'un remplacement de cet ensilage des concentrés, dont de I'épeautre qui

contient environ 40 % d’amidon.

6.2. Méthodologie

a) Animaux

L’expérience est conduite sur trois taurillons emissance (314,2 + 4,6 kg) munis
préalablement d’'une canule permanente au niveaurdan. L’'expérimentation est divisée en
trois périodes comprenant a chaque fois une péddttaptation au régime de 21 jours (14
jours en box paillés individuels + 7 jours en staban entravée). Celle-ci est suivie d’'une
période de mesure comprenant le bilan alimentpgedant lequel les animaux sont sur grille,
ce qui permet la collecte des urines et la réeaplintitative des matieres fécales (6 jours de
prélevement) ; ensuite, les taurillons restenti@gaen stabulation entravée pour mesurer la
méthanogenese ruminale (6 jours de prélevementjesturer le pH de la phase liquide du

rumen (1 jour). Les animaux ont, a tout momentea@de I'eau de boisson.
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b) Régimes

Les trois régimes testés sont constitués en faisardr le rapport entre ensilage de pulpes de
betterave surpressées et concentrés. Comme learierttibleau 10, la différence principale
entre les régimes réside dans leur teneur en an{it®ra 281 g/kg MS), apportés par de
I'épeautre aplati. Néanmoins, les trois compléments été formulés sur base des tables
alimentaires (CVB, 2000), de maniére a ce quedgmtes soient iso-DVE (94 g/kg MS), iso-
VEVI (1050 /kg MS) et iso-OEB (0 g/kg MS). Une certe quantité de paille est également
apportée afin d’'apporter un peu de structure aalimm, et de réduire les risque d'acidose
lactique. En effet, les pulpes de betterave peuwveltiire cette pathologie de par leur richesse
en glucides rapidement fermentescibles. Le déwiladcomposition des régimes est donné

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10: Composition centésimale, teneur en adon et valeurs nutritionnelles (valeurs

cibles) des trois régimes (g/kg MS, sauf indicatiocontraire).

Composition centésimale Régimes
A At AT
Pulpes de betterave 657 446 236
Paille de froment 112 83 53
Mélanges concentrés
Epeautre aplati 0 267 534
Tourteau de lin 117 96 75
Tourteau de tournesol 57 45 32
Luzerne (17 % MAT) 0 19 39
Huile 18 9 0
CMV (8 % Ca, 12 % P) 26 25 25
Urée 10 7 3
Sel de cuisine 3 3 3
Teneur en amidon et valeurs alimentaires (CVB, 2000
Amidon 13 147 281
VEVI (/kg MS) 1050 1050 1050
DVE 94 94 94
OEB 0 0 0

Les taurillons sont alimentés deux fois par joumtarvalle de 12 heures (8h30 et 20h30) a un

niveau d’ingestion proche deat libitum (75 g de MS/PM). L’ensilage de pulpes de betterave
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surpressées est désilé chaque jour pour prépareatiens distribuées aux repas du soir et du
lendemain matin. Les quantités d'ensilage disti@suésont ajustées et contrélées
quotidiennement, comme décrit au paragraphe 3I2ea. échantillons d’ensilage sont

échantillonnés et cumulés par période de mesures de chaque réalisation des trois
compléments d’aliments concentrés, ceux-ci sonamdlonnés de maniere a obtenir des
échantillons représentatifs pour la période coméwlélLes échantillons sont conservés a
température ambiante en laboratoire. Par apréespiiismoulus finement (Cyclotec, tamis de 1
mm) et analysés pour déterminer leurs teneurs en M3, N, NDF et en énergie brute

(EB) sont ensuite dosées suivant les méthodesqless

c) Bilan digestif et énergétique

Cette premiere phase est d'une durée de 6 jourdapetaquelle est mesurée la digestibilité
fécale de la ration. Avant chaque repas et ce tidoarte la période de mesure, les quantités
de MS densilage et de concentrés distribuées pestes précisément (dghfra pour
I'ensilage).

Le calcul des coefficients de digestibilité fécakxessite la détermination de la quantité de
MS excrétée quotidiennement dans les féces etetesits en différents nutriments dans les
féces. Dans le but de quantifier le flux de MS Fécde I'oxyde de chrome (&Ds), marqueur
indigestible particulaire, est distribué aux animalans des gélules en gélatine directement
introduite dans le rumen. Chaque animal recoit igieinement deux gélules contenant
précisément 3,5 g de £ par kg de MS ingérée (moyenne sur les trois annaia
distribution de CiO; commence 5 jours avant le début du bilan et séopge jusqu’au
dernier jour du bilan. Connaissant la quantité dgogdistribuée par jour (a g/j) et pouvant
déterminer la concentration en,Og dans un échantillon de matiere fécale (b g/gsM$, le

flux de MS fécale (M§ correspond donc au rapport entre ces deux demgrantités (a/b g
MSkcad]). La digestibilité fécale apparente de la MS (jgF est alors calculée par:

DF,, =100x {1— MSE}
MS

ou MS est la quantité de MS ingérée et Mlle excrétée. Les digestibilités des autres
constituants de la ration sont obtenues en mtiplMS et MS par leur teneur respective en
ces constituants (MO, MAT, EB ou NDF).

Les matieres fécales émises sont quotidiennementtéés (8h40) et échantillonnées aprés
homogénéisation (5 % du poids frais), cumuléesapanal et par période et conservées au
congélateur a - 20 °C en attente de traitementérielrs. Aprés décongélation et

homogénéisation, un sous-échantillon est lyophiésénsuite moulu finement (Cyclotec,
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tamis de 1 mm). Les teneurs en MS, MO, MAT, NDErEB sont ensuite dosées suivant les
méthodes classiques. Le dosage dpOgest réalisé selon la méthode mise au point par
Francoiset al (1978).

d) Mesure de la méthanogenese ruminale

A la fin du bilan, les animaux sont transférés taynis. Deux jours de transition sont prévus
avant de commencer la mesure de la méthanogengsar§de prélevement). Le premier
prélevement est réalisé juste avant la distribudiomepas du matin (8h30 ; t = 0) et ensuite a
05-1-2-3-4-55-7-8,5et10h.

Le débit d’éthane est augmenté a 22,5 ml/min (@w die 15 ml/min précédemment) suite a
'obtention de concentration enlds trop faible dans certains échantillons lors des
expériences précédentes. Lors de I'analyse en @&P&librage est alors réalisé en utilisant
deux seringues en verre étanches aux gaz de 25 jget (8GE, Australie). Ceci permet de
déterminer des concentrations situées entre 0,6 & GHs.

Les volumes de méthane produits sont convertisnengé& (kJoules) en les multipliant par
(899 kJ/mol / (16,043 g/mol x 1,48* I/g) (* volunspécifigue du méthane a 1,01 atm et
21,1°C).

e) Mesure du pH de la phase liquide du rumen
Des prélevements de phase liquide du rumen soligégguste avant la distribution du repas
du matin, ensuiteal-2 -3 -4 -6 - 8 et 1(pfea sa distribution. L’échantillon est prélevé a

I'aide d’'une pompe a vide puis filtrégl (= 0,250 mm) avant de mesurer le pH.

f)  Analyse statistique

Par période, chaque taurillon recgoit un régimeédéiit et sur I'ensemble de I'expérience,
chaque taurillon recoit les trois régimes.

L’analyse statistique est réalisée suivant un sehémcarré latin. Ces analyses sont réalisées
avec le programme MiTAB v.13.2, en utilisant le modele linéaire généralisélon une
ANOVA 3 a un facteur fixe (régime) et deux facteal&atoires (animal et période).

La structuration des moyennes est réalisée selaréthode de Newman et Keuls (Dagnelie,
1975).
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6.3. Résultats et discussion

a) Composition chimique des aliments
La composition chimique (matiére séche, matieramigue, matieres azotées totales, parois
cellulaires et énergie brutes) des aliments et @anés distribués aux animaux est présentée

dans le tableau 11.

Tableau 11: Teneur en MS (g/kg MF) et compositiomoyenne des aliments distribués (g/kg

MS).

Pulpes de Mélanges concentrés Paille de
Constituants betterave A A" A" froment
MS 216 919 911 903 939
MO 900 883 907 938 946
MAT 97 382 281 160 25
NDF 341 191 233 290 803
EB (MJ/kg MS) 16,52 19,73 18,88 18,29 18,32

WA° A* et A contiennent, respectivement, 13, 143 et 281 g idflantkg MS (teneurs théoriques).
Tableau 12 : Taux d’incorporations des aliments das les régimes et composition moyenne
théorique (g/kg MS).

Régimes”

Aliments A° A AT
Pulpes de betterave 637 426 221
Mélange de concentrés 243 487 724
Paille de froment 120 88 55
MO 902 908 930
MAT 158 180 139
NDF 360 329 330
EB (MJ/kg MS) 17,52 17,31 17,17

WA AT et A contiennent, respectivement, 13, 143 et 281 g idfanikg MS (teneurs théoriques).

Par ailleurs, le tableau 12 présente la compositié@orique des régimes sur base de la

composition des aliments et des taux d’incorporatitilisés en cours d’expérience.
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b) Mesure du pH dans la phase liquide du rumen

Comme lillustre bien la figure qui suit, le pH dimue fortement dans les trois premieres

heures qui suivent la distribution du repas avamtreimonter, ce qui est classiquement

présenté dans la littérature.

8,0
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— & -A++

Temps (h)

10

Figure 8: Evolution du pH moyen de la phase liquide duenran fonction du régime.

Tableau 13:  Evolution moyenne du pH de la phagede du rumen dans les heures postprandiales

et pH moyen pour les trois régimes.

12

Régimes\Temps(h) O 1 2 3 4 6 8 10 pHmoyen
A° 757 621 596 569 562 6,11 6,76 7,15 6,47
A* 713 6,37 596 582 590 599 6,60 6,81 6,37
A* 709 640 6,19 6,18 6,24 640 655 6,90 6,54
SEM®@ 0,13 0,06 0,06 0,10 0,11 0,12 0,09 0,10 0,07

B A° A" et A™ contiennent, respectivement, 13, 143 et 281 g idlantkg MS (teneurs théoriquesY”. Erreur

standard de la moyenne.

Le tableau 13 présente les valeurs de pH de laegitpasde du rumen obtenue dans les heures

postprandiales ainsi que les valeurs moyennes'aewseimble de la période de mesure. Vu

I'utilisation importante de pulpes de betteraveoett’épeautre (riche en amidon), il était
possible que les régimes distribués entrainentpdaséemes d’acidose. Or, les pH moyens

des trois régimes sont supérieurs de 6,25, seudlessous duquel il ne faut pas descendre

selon Sauvaneét al. (1999) pour éviter I'acidose latente. Néanmoiresfains animaux ont

sans doute été sujets a une acidose de maniererimnep En effet, deux animaux ont
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présenté une formation de mousse importante avegilme A (soit environ 45 % de pulpe
et 26 % d’épeautre) lors des périodes 2 et 3.

Il existe une étroite relation entre le pH et la@entration en AGV (Stokest al, 1991). Or,

il est connu que les pulpes de betterave entratmaiproduction importante d’AGV. Ainsi,
d’apres Moloneyet al. (2001), la concentration en AGV dans le jus deamrde taurillons
nourris a base de foin et de concentrés (15:85)aestéme que les concentrés soient des
pulpes de betterave déshydratées (74,4 mmol/l) ed’'atge aplati (74,5 mmol/l). Les
résultats du tableau 13 montrent, méme s’il n'yag de différence significative, que les
pulpes de betterave ont tendance a faire descngke plus bas que I'épeautre. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les grains d’épeaus@st entourés par des enveloppes qui limitent
I'acces des micro-organismes a I'amidon. De ce faitdégradation en serait plus lente et
mieux répartie dans le temps et la diminution deppks$ faible que ce qui pourrait s’observer
avec des céréales tels que le froment ou du maisassé dont I'amidon est directement

accessible aux micro-organismes.
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c) Ingestion, production de méthane et digestibilité

Tableau 14 : Ingestion (Xi), digestibilités fécale€DFy) et production de méthane (CH)

moyennes des trois régimes (en %).

n Régime§ SEM® Effets®
A° A" AT Régime Animal
MSi (kg/j) 54 6,02 6,15° 6,40 0,02
MOi (kg/)) 54 54F 557° 596° 0,02
NDFi (kg/j) 54 2,14 1,99 21Ff 0,01 ok
EBi (MJ/)) 54 1050 109,38 1147 03 ok
CHa (1) 48  201,1° 1984 2445 6,9 o ok
CH, (I/kg MSi) 48 332 324° 385 1,1 ok sk
CH. (I/kg MOi) 48 36,8 356° 41,4° 1,2 ok
CH., (% EBi) 48 7,2 6,9° 8,1° 0,2 ok

MSi (g/kg PM) 9 70,0 71,4 74,3 0,6 0,063 0,314
DFus 9 82,9 83,7 83,6 0,3 0,328 0,265
DFuvo 9 86,2 86,4 85,2 0,3 0,233 0,148
DFnor 9 8385 7968 754 0,8 * 0,148

DFes 9 84,2 84,9 84,0 0,4 0,373 0,214
CH, (I/kg MSD)¥ 9 39,0 38,7 45,3 4,4 0,589 0,293
CH, (I/kg MOD)® 9 41,7 41,4 47,7 4,7 0,629 0,292

CH. (% EDi)® 9 8,3 8,1 9,5 0,9 0,595 0,288

B A° A" et A contiennent, respectivement, 13, 143 et 281 g idanikg MS (teneurs théoriquesy:Erreur
standard de la moyenné: *** p < 0,001 ; ** p< 0,01 ; * p< 0,05 ;“ Litre de CH par kg de matiére séche
digérée ©® Litre de CH par kg de matiére organique digér&% de I'énergie digéréé';°>Au sein d'une méme
ligne, les moyennes suivies d'une lettre différesotet significativement différentes €0,05).

Les différents résultats obtenus au cours de laumaede la méthanogenese ruminale
(ingestion et Ch) ainsi que lors du bilan alimentaire (digestiB#i} sont repris dans le tableau
14.

Ces résultats montrent qu’ils existent des difféesnsignificatives entre les régimes au
niveau des parametres d’ingestion (MSi, MOi, NDEBI). Plusieurs facteurs en sont a
I'origine. Tout d’'abord, la méthode d’évaluation ldeeneur en MS des pulpes de betterave a
induit une surestimation systématique de cetteute(environ 0,6 point de MS). Ensuite,
deux animaux ont laissé des refus aux cours deésdesr2 et 3, généralement plus riches en
NDF que la ration distribuée (proportion importaue paille). Enfin, la proportion de ces

refus par rapport a la MS distribuées a augmentéedpériode a l'autre.
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Il est intéressant de constater que la productiamrale de méthane (I/j) est corrélée avec les
quantités de MS, de MO et de fibres (NDF) inger(@e46 - 0,51 - 0,47 respectivement<p
0,001), ainsi qu'avec I'énergie brute ingérée (Q,43% 0,01). Ces résultats sont semblables a
ceux de Boadi et Wittenberg (2001), qui ont obsamé faible corrélation (0,37) entre
production de méthane (I/j) et ingestion (MSi) tpre les animaux sont alimentés de manieres
restreintes. Mais cela n’explique que faiblemestdeductions de méthane observées.
Contrairement a ce qui est observé lorsqu’un fgeest substitué avec des concentrés riches
en amidon, nos résultats montrent que I'apportaheentrés entraine une augmentation de la
production de méthane.

Classiquement, I'apport d’amidon influence la prctitn de méthane par deux voies. Tout
d’abord, la fermentation de I'amidon influence pesfils des fermentations microbiennes en
favorisant la production de propionate au détrimdet I'acétate, ce qui libére moins
d’hydrogéne (H) dans le rumen et donc diminue la production deharée. Par ailleurs,
I'amidon favorise une diminution du pH ruminal. Qussell (1998) et Lanet al. (1998) ont
montré lors de fermentatian vitro que la diminution artificielle du pH du milieu delture
faisait également diminuer la production de méthane

Bien que les pulpes de betteraves ne contiennentljamidon, elles peuvent influencer la
production de méthane de maniere semblable car @dleduisent a une production rapide et
importante d’AGV (effet sur le pH), dont une pamportante d’acide propionique.

En outre, les courbes de production de méthanenabs a partir des relevés et présentées a
la figure 9, montrent bien que la production dehmage devient significativement §0,05)
plus importante pour le régime Ariche en amidon 4 heure aprés la distribution ejpas
(valeurs en annexe 2). Observation que I'on peutrenen paralléle avec les courbes de pH
(présentées au point b) et qui montre que le pghdance a étre plus faible avec les régimes
A° et A" aux alentour de 1a°&t de la 3heure postprandiale. Cette diminution du pH paurra
donc limiter le pic de production de méthane a é&me moment, ce qui ce traduit par une
diminution globale de la production journaliére.

Il est important aussi de considérer que lors die @xpérience, les régimes distribués se
distinguent en réalité peu du point de vue de antjité d’hydrates de carbone de structure
ingérée par les taurillons. Or classiquement, ksstution d’un fourrage riche en hydrates de
carbone de structure par un aliment concentré rigmeamidon conduit a diminuer la

production de méthane.
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Figure 9 : Evolution moyenne de la production de ntéane (I/h) dans le rumen en fonction

des régimes distribués.

En ce qui concerne les digestibilités fécales appas (DF), seule celle de la fraction NDF
(cellulose, hémicellulose et lignine) est influemcsignificativement (p< 0,05) par la
composition du régime, ce qui s’explique probablenpar le fait que les fibres des pulpes de
betterave sont trés fermentescibles. Par ailléess/aleurs de digestibilités fécales apparentes
obtenues sont plus élevées que celles obtenuesdesetraurillons BBBc par Lindebrings
(2004) avec des rations semblables (55 % de pullgedetterave surpressées, 20 %
d’épeautre, 25 % autres concentrés). Les digastbinoyennes étaient de 72,5 - 77,7 - 73,5
pour la MS, la MO et le NDF respectivement. Il ggalement une grande différence entre les
niveaux d’ingestion (71,9 contre 80,7 g MS/kg PMmeoyenne), ce qui explique sans doute
les différences de digestibilité. En effet, 'augrtaion du niveau d’ingestion se traduit par
une diminution du temps de séjour des aliments tansmen, ce qui laisse moins de temps

aux micro-organismes pour les dégrader.

6.4. Conclusions

Lors de cette expérience, trois régimes (A°eAA™™) & teneurs croissantes en amidon ont été
testés et ont fait 'objet de mesures afin de gtianta méthanogenese ruminale. Au cours de
celle-ci, nous avons montré que la substitution I'dasilage de pulpes de betterave
surpressées par des concentrés (dont de I'éperactre en amidon) se traduit par une
augmentation de la production de méthane. Cettenantation de production est corrélée
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avec l'ingestion mais pourrait aussi s’expliquer pae diminution plus importante du pH
suite a l'ingestion des pulpes de betterave patal@slions. Cette diminution pourrait limiter
le pic de production de méthane dans les heureswquént le repas et par conséquent, la
production journaliére de méthane. Par ailleuedfdt de 'amidon présent dans la ratiofi A
qui habituellement induit une diminution du pH & Ik production de méthane, a pu étre

limité suite a la protection des grains d’'épeaatfentérieur des enveloppes florales.
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7. Discussion générale des résultats obtenus pour | 'évaluation de

la production ruminale de méthane
Les résultats obtenus au cours de ce projet, @iressceux publiés dans différents articles sont
repris dans les tableaux 14 et 15. Comme, on peudristater, au sein méme de ce projet les
résultats obtenus au chapitre 4 et 5 sont forewdffts de ceux obtenu au chapitre 6. Il est
difficile de savoir d’ou proviennent ces différesc@uisque les animaux sont toujours de la
méme race, nourris avec des rations a base d'gasila pulpes de betteraves surpressées
complémentées avec des concentrés et de la pddnmoins, la figure 10 peut apporter un

certain nombre de pistes.
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Figure 10 : Profils moyens de production de méthanebtenus aux cours des expériences

présentées aux chapitres 4, 5 et 6.

En effet, ces courbes montrent qu’au cours de égrpce présentée au chapitre 6, le rumen
des taurillons BBBc présente trés nettement ungyateon importante de méthane au-dela de
la 3 heure apreés la distribution du repas, contrairéraece qui a été mesuré au cours des
expériences précédentes (Ch. 4 et 5).

Deux éléments pourraient expliquer ce phénomeénat @@bord, la nature des concentrés

distribués. En effet, les concentrés distribuéseBtasoit du concentré commercial (JB25,
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SCAM, Belgique) présentés en bouchon et prépardrtér p'aliments préalablement broyés
(Ch. 4 et 5), soit un mélange de concentrés plossggrs (épeautre aplati, tourteau de
tournesol et de lin, principalement). Or, la tailes aliments distribués influence leurs
dégradabilité dans le rumen, donc la productioremqatlle de méthane. Par ailleurs, les
quantités de paille hachée distribuées étaiergrdifites : 2,5 % (Ch. 4 et 5) contre 5,5 a 12 %
de la MS distribuées (Ch. 6). Outre le fait quepkille est un aliment qui induit une
production importante de méthane, celle-ci a pluénfcer la maniere dont les animaux ont
ingéré leurs repas, en provoquant un étalementirdgestion sur la journée. A cela vient
s’ajouter le fait que les animaux ont été habitoésdes premieres expériences (Ch. 3, 4 et 5)

a ingérer leur ration en un temps limité, contraieat a la derniere expérience (Ch. 6).

Il est délicat de comparer les résultats obtenus @da projet avec ceux de la littérature. En
effet, il faudrait pouvoir prendre en compte la quction de méthane provenant du gros
intestin. Pour rappel, d’apres Murray al. (1976), cette fraction correspond a 13 % de la
production totale chez le mouton a I'entretien.d@&e maniére, la comparaison des résultats
avec la littérature serait plus correcte.

Lors des expériences présentées aux chapitre$ dlaproduction de méthane (I/j) obtenue
est inférieure a celles présentées dans les tablgairants pour des animaux de poids
comparables. Une fois exprimée par rapport a laeneaséche ingérée (MSi), les résultats
sont comparables aux résultats de McCaugtey. (1997) pour des taurillons aux paturages.
Il en est de méme avec les résultats obtenus paettet al. (2003) pour des génisses a
I'engraissement recevant 90 % de concentrés (addagge). Par contre, ces mémes résultats
sont nettement inférieurs aux autres valeurs tigdeature.

En ce qui concerne les résultats présentés auth&pila production de méthane (I/kg MSi)
est semblable ou supérieure aux résultats préspatda littérature. Mais il faut tenir compte
du fait que l'ingestion de taurillons a été restrei Or, il est connu (Blaxter et Clapperton,
1964 ; Johnson et Johnson, 1995, e.g.), et cdl@ m@ntré dans ce projet (chapitre 5), que la
quantité de méthane émise par unité d’ingestioni(WM®i ou EBI) est réduite lorsque le
niveau d’ingestion augmente. Et il est possible 'dagmenter facilement, puisque les
taurillons BBBc peuvent atteindre un niveau d’irtgesde 85 voire 90 g MS/kg PM.

Ces résultats mettent cependant en avant le ddfegaployer des données de production de

méthane obtenue dans un cadre alimentaire différent
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Tableau 15

: Résultats obtenus pour diverses expérices de mesure de la méthanogenése.

Expérience Méthode Animaux Alimentation Poids GQM Ingestion Ingestion CH, CH, CH,
de mesure moyen (kg/j) (kg MS/j) (gMSi/kg (I/j) (I’kg (%EBI)
@) PM) MSi)

Chapitre 4 GHs Taurillons BBBc ~ Pulpes de betterave + concentrpaite 523 1,75 7,29 67,2 138 18,9

Chapitre 5 C.Hs Taurillons BBBc  Pulpes de betterave + concentrés + paille 535 6,12 55,0 163,4 26,8
Trois niveaux d'ingestion testés 535 7,30 65,6 ,457 21,6

535 8,41 75,6 162,1 19,3

Chapitre 6 CoHg Taurillons BBBc  Pulpe de betteravd3 g amidon/kg MS  380,3 1,48 6,02 70,0 201,1 332 2 7
+ paille 143 g amidon/kg MS 381,3 1,31 6,15 71,4 198,4 32,46,9
+ concentrés 281 g amidon/kg MS 3815 1,30 6,38 74,3 247,0 39,18,3

McCaugheyet Sk Taurillons Alimentation auDensité élevée 3915 1,26 14,94 169,7* 263,8 17,741

al. (1997) Irﬁ’;;“tlfgge eNDensité faible 417,10 1,29 13,61 1475+ 2801 20,6%3
Alimentation au Densité élevée 380,1 1,07 13,51 156,9* 2422 17,944
paturage contini - pengité faible 402,6 1,48 13,20 146,9¢  306,7 23,2%52

Boadi et al. Sk Taurillons Red Paturage luzerne +Sans orge 344 111 139,04 310,5 30,8 6,7

(2001) Angus brome Avec orge 344 12,9 161,5* 331,2 294 6,4

Boadi et SK Holstein et 3 foins hachés ddclevée (foin 310 6,4 86,6* 2246 351* 7,6

Wittenberg Charolais x digestibilités légumineuse/herbe)

(2001) Simmenthal différentes Moyenne (herbe) 310 6,1 82,6* 193,3 31,7+ 7,1
(ingestion Faible (herbe) 310 6,1 82,6* 1956 32,1* 7,1
restreinte)

Lockyer Tunnel enVeaux Frison xPaturage 150 1151

(1997) polythéne Hereford de L. perenne 190 122 2

190 93,5

* valeurs calculées sur base des valeurs moyeonesiés dans l'article.
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Tableau 16 : Résultats obtenus pour diverses expérices de mesure de la méthanogenése (suite).

Expérience Méthode dénimaux  Alimentation Poids GQM Ingestion Ingestion CH, CH, CH,
mesure moyen (kg/j) (kg MS/j) (gMSi/kg (I/j) (I’kg (%EB)
@ PM) MSi)
Chapitre 4 GHs Taurillons Pulpes de betterave + concentrés + paille 523 1,729 66,9 138 18,9
BBBc
Chapitre 5 CHs Taurillons  Pulpes de betterave + concentrés + paille 535 55,0 163,4 26,8
BBBc
Trois niveaux d’'ingestion testés 535 65,6 ,A57 21,6
535 8,41 75,6 162,1 19,3
Chapitre 6 C:He Taurillons Pulpe de betterave 43 g amidon/kg MS 380,3 1,48 6,02 70,04 201,1 33,27,2
BBBc paille + concentrés ,
143 g amidon/kg MS 381,3 1,31 6,15 71,41 198,4 32,46,9
281 g amidon/kg MS 3815 1,30 6,38 74,31 247,0 39,18,3
Lovett et al. Sk Génisses Ensilage d'herbe +65/35 462 207,0 30,9 6,1
(2003) Charolais concentrés
en finition  (orge aplati) . 40/60 462 270,0 32,3 6,6
3 ratio testes 10/90 462 1700 206 4.4
Vermorel Calorimétrie Taurillon 25 % foin + 75 % concentrés 350 1,12 140 6,1
(1995) Frison _ i
22 % foin + 78% concentrés 450 1,12 210 6,8
20 % foin + 80 % concentrés 525 1,10 250 7,1
Taurillon 40 % foin + 60 % concentrés 265 1,10 130 5,6
Charolais _ i
60 % ensilage mais + 40 % concentrés 620 0,86 285 7,3

) Gain quotidien moyen (kg poids vif/j)
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1. Conclusions

La réalisation de ce projet a permis de mettre lanepun dispositif et une procédure pour
mesurer la méthanogenese ruminale. Cette procéusgarée des travaux de Moate al.
(1994), et déja adaptée en partie en Belgique ssimtbutons par Fievez (2002), consiste a
perfuser en continu un gaz traceur (éthane gilg)Cdans le rumen de taurillons BBBc et a
échantillonner la phase gazeuse du rumen afin Idaleale débit de méthane par la relation
Débit CH, = Débit GHe x (concentration Cliconcentration gHg).

Apres des tests préliminaires et la mise en plage dispositif d’échantillonnage adapté, des
tubes Vacutainer® en verre sous vide partiel (Bedickinson) ont été retenus pour
procéder a la prise d’échantillon de gaz du rumguoi sont ensuite analysés par
chromatographie en phase gazeuse. Apres avoiufix@bit de perfusion du gaz traceur (15
ml/min.) et testé les possibilités d’échantillonesgcette procédure a été appliquée dans une
premiere petite expérience visant a mesurer I'efteniveau d’ingestion (55, 65, 75 g MS/kg
PM) sur la production ruminale de méthane. Cecisr@ypermis de mettre en évidence une
relation (CH (I/kg MSi) = 47,2 - 3,38 MSi (kg) ; p < 0,001 ; ¥ 0,57) indiquant que la
production de méthane, exprimée par rapport a laemsaseche ingérée (MSi), diminue
lorsque l'ingestion augmente. Le méme type deioglat déja été mis en évidence a plusieurs
reprises dans la littérature.

Enfin, cette méme méthode a été mise en ceuvraeafmesurer la méthanogenese ruminale
sur des taurillons BBBc lorsque ceux-ci recoiveas dations a base d’ensilage de pulpes de
betterave surpressées et de concentrés en propoviciables. Trois rations (A°,"AA™) ont

été constituées en substituant de I'ensilage dpeputle betterave par des concentrés de
maniere a obtenir des teneurs croissantes en an(iti®n 143, 281 g amidon/kg MS
respectivement). Les productions de méthane messoée de 201,1 - 198,4 - 247,0 litres par
jour respectivement. La meilleure corrélation dsteaue avec la matiere organique ingérée
(0,51 ; p< 0,001). Mais cela n’explique que partiellementriesultats obtenus. Il est probable
que la production ruminale de méthane ait été émidée par le pH ruminal, plus faible avec
les régimes A° et A Ceci aurait limité le pic de production de mé#aami suit 'ingestion de

la ration et par conséquent la production journeldee méthane.

Nonobstant, nos résultats montrent que la sulistitld’'un fourrage trés digestible par un

aliment riche en amidon ne diminue pas la prodaati® méthane chez le ruminant.
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V. Annhexes

1. Les méthodes de dosage

1.1. Matiere séche, cendres totales et matiére organique

Les teneurs en matiere seche (MSa) et en cendedsst¢CT) sont mesurées par gravimetrie,
apres dessiccation compléte a 105°C et apres atitwmina 550°C, respectivement. La teneur
en matieres organiques est de 100 - CT.

Pour les pulpes de betteraves surpressées, lasaameilS est déterminée en deux étapes, soit
par un premier séchage pendant 48 h a 60°Csdsuivi de la dessiccation complete a
105°C. La MS réelle est alors MSa x g /100.

1.2. Matiéres azotées totales

Les teneurs en matieres azotées totales (MAT) calotilées a partir des concentrations en
azote (N) total dosées par la méthode de Kjeldahéupposant qu’elles contiennent 16 %
d’'N. L'échantillon est minéralisé par H2SO4 concést(98 %) et bouillant (420°C) en
présence d’H202 (30-35 %) et d'un catalyseur aanditcuivre pendant une heure.
L’ammoniac est ensuite déplacé par NaOH (30 %Yyaerd a la vapeur vers une solution de
réception standard et titré. Cette analyse esisémh I'aide d’'un appareil automatique du
type Kjeltec Auto Sampler System 1035 (Foss TedaR)rSE).

1.3. Extrait éthéré
La matiere grasse est extraite en continu et @ fioiéther diéthylique avec un appareil de

Soxhlet pendant 8 heures.

1.4. Constituants pariétaux

a) Neutral Detergent Fiber

Le résidu de parois cellulaires (Neutral Deterdaber : NDF) s'obtient apres solubilisation,

en milieu tamponné, du contenu cellulaire paritectiu détergent lauryl sulfate de sodium,
d'une amylase, de BBO, et d'un agent chélatant.

La fraction organique du résidu NDF est constitaéoriquement d'hémicellulose, de

cellulose et de lignine. L'extraction est realiadaide du Fibercap System (Foss Tecator AB,

SE) en suivant la note technique Foss Tecator AA 3nais en appliquant deux traitements
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pour l'extraction de lI'amidon: 1° avec la TermanB800 1, type DX ((Foss Tecator),
Kitchersideet al. (2000). Animal Feed Science and Technology 86-12%) et 2° avec la
solution de NgSO, a 1 % (P/V).

b) Acid Detergent Fibre

Le résidu ligno-cellulosique (Acid Detergent Filmer ADF) s'obtient aprés solubilisation des
hémicelluloses par l'acide sulfurigue normal addiié d'un détergent qui permet de
solubiliser le contenu cellulaire (protéines etiggas principalement). La fraction organique
du résidu ADF est constituée théoriguement de loskuet de lignine. L'extraction est réalisée
en utilisant le Fibercap System (Foss Tecator AB) &n suivant la note technique Foss
Tecator ASN 3804.

1.5. Energie brute

La teneur en énergie brute (EB) des échantilloisdéterminée lors de la combustion
complete d'une quantité connue d'échantillon dams chambre adiabatique (Adiabatic
Calorimeter 1241, Parr).

2. Evolution des débits moyens de production de mét hane en

fonction du régime distribué (annexe au chapitre 6)

0 0,5 1 2 3 4 5,5 7 8,5 10

A° 40 58 10,6 11,0 1038 12,2 11,9 11,8 109 10,8
A+ 39 54 10,8 10,6 99 138 123 11, 108 109
A++ 46 58 11,3 115 1283 17,8 1572 145 136 14,6
SEM 0,16 032 066 063 050 073 066 063 059730,
0 - 0594 0803 0577 ** ok ok ok ok ok
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