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Notre stage a la Station (e Recherches de Wutrition de Jouy-en-Josa
a été profitable d plus d'un titre. En effet, ce séjour nous aura permis
de faire une bibliographie qui, sur le plan théorique, nous a beaucoup
appris sur les divers métabolismes au niveau du rumen et sur les oligo-
éléments en général et le zine en particulier.

. .. Sur leplan pratique. nps connaissances ont ¢té grandement
enrichies , car en plus 0€S incubations IN VILIo, nous avone PU appreidre

divers dosages (N total ; NH{g, urée, cellulose, minéraux, etc..) qui nous
seront d'une grande utilité dans le cadre du Laboratoire de Nutrition
de L' ISRA~Hann.

Noug profitons de la réduction de ce rapport pour remercier
tout Lo personnel du Laborqgtoire des Minéraux de la Station de Recherches
de Nutritidon de Jowy, dc leur gentillesse de tous les tnstants et de
leur digponibilité d mon Sgard.

Je remercie Monsieur GUERUEN de m’avoir gecueilli dans son
Laboratoire, qu ‘il soit assuré que le meilleur profit sera ¢tiré de mon
séjour,

Je remercie aussi Madame DURAND, en espérant un jour, étre
animé de la méme passion pour Za recherche qu'elle garde en elle.

Que Mademoiselle DUMAY et Monsieur BEAUMATIN soient assurés
de na gratitude.

En fin fe souhaite que mon passage @ Jouy soit le début d'une
fructueuse coopération scientifique entre nos deux Laboratoires.

.
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INTRODUCTION

Les oligo-éléments ou "traces~&1éments" sont des minéraux présents
dans les tissus animaux et végétaux, a des doses trés faibles. Ils font
souvent partiede systémes enzymatiques et eventuellement d"hormones ou de
vitamines. I1s se distinguent en celd des macro-&léments qui entrent dans des
structures.

Les faibles teneurs desorganismes et des aliments ont pendant long-
temps constitué un frein au développement des recherches sur I"importance et
le r3le de ces éeléments. Mais grace a la mise au point de nouvelles techniques
d*analyse en particulier la spectrophotométrie d*absorption atomique des pro-
grés notables sont enregistres.

Ainsi, on s'est rendu compte que des” carences revétant souvent des
formes graves pouvaient exister aussi bien chez 1'Homme que chez les animaux
Apres le fer et I%iode, le cuivre, le zinc, le manganése, le cobalt et le
sélénium sont venus s"ajouter a la liste des oligo-éléments indispensables
a un équilibre physiologique.

Chez les ruminants, différentes formes de carences ont été décrites.

Pour le fer, la carence est rare, sinon exceptionnelle. On estime
que 25 ppm de fer suffisent a I"entretien et au développement d"agneaux
nourris avec un regime partiellement purifie (LAWLOR et al,, 1965); un defaut
d“apport se traduit généralement par des signes d'anémie, accompagnes d'inap-
pétence et de retard de croissance.

Pour le cuivre, le défaut d"apport est responsable de ]'ataxie
enzootique ou “swayh ack" (UNDERWOOD, 1971 ; LAMAND, 1972).

La Carence manganese a toujours des conséquences graves chez les
ruminants, car en plus des troubles osseux, on rencontre souvent une baisse
de la fécondité (BROCHART, 1971).

pour e cobalt, les besoins sont faibles, 0,1mg/kg MS, maisla
carence peut exister et se traduit par un defaut de synthése de la vitamine
B12 par la microfloredu rumen avec pour conséquence : une diminution de
I"appétit et une chute des productions,

La carence en sélénium est responsable de syndrome “myopathie-
dyspnée" décrit pa LAMAND (1970). Cet auteur a mis au point une prophylaxie
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chez le veau et propose 0,1 mg/kg MS. Ce taux peut aussi limiter divers effets
defavorables de 1 a carence en vitamine E,

En ce qui concerne le zinc, on a décrit des carences aussi bien
chez 1'Homme que chez I*animal.

PRASSAD et al (1963) ont découvert en Egypte des formes de nannisme
et d"hypogonadisme liées & une carence en zinc. Ces mémes affections sont
retrouvées en Iran sur des populations se"nourrissant presque exclusivement
de protéines d"origine végétale (RONAGHY et al., 1969). '

Chez les animaux et les ruminants en particulier, la parakératose
est 1"un des symptomes les plus fréquents (TUCKER et SALMDN, 1955 ; LEGG et
SEARS, .1960).

Ces exemples montrent I%importance que peut revétir les oligo-élé-
ments dans I"alimentation aussi bien des humains que des animaux, De nom-
breux travaux ont permis de préciser leurs différentes fonctions métaboliques.
Il faut, cependant, ajouter que pour les ruminants le probléme se complique
par la présence dans le rumen de micro-organismes dont les besoins nutrition-
nels sont souvent mal connus. Le métabolisme bactérien au niveau du rumen
revét une importance économique considérable. 1l permet & I"animal de renta-
biliser des rations riches en cellulose et en azote non protéique. On peut
donc réserver aux monogastriques les aliments plus nobles,

Actuellement, les normes établies pour les ruminants sont encore
empiriques car on ne connait pas avec précision I"influence des oligo-€lé-
ments sur la croissance de la micropopulation (stimulation ou inhibition).
Ceci nous a amené a nous intéresser au zinc et d son influence sur la dégra-
dation de la cellulose et I'utilisation de 1'urée dans le rumen.

Dans la premiére partie de ce mémoire, nous présenterons les prin-
cipales données bibliographiques sur le role du zinc chez les ruminants et
les effets dune carence d'une part, et, d'autre part, son influence sur quel-
ques métabolismes au niveau du rumen : cellulolyse, uréolyse et protéosynthése,
Dans une deuxiéme partie, nous décrirons une expérimentation & laquelle nous
avons participe et en discuterons les résultats.

[. _ETUDE _ BIBLIOGRAPHIQUE

A. ROle du zinc et effets d"une carence-"

En 1971, UNDERWOOD et SELZE ont fait des revues détaillees des con=
naissances sur le zinc.Lewstravaux nous ont permis de faire le point avant
d"entreprendre  notre étude."

Déja en 1869, RAULIN montrait que le zinc est indispensable a la
croissance de 1'Aspergillus niger. Ensuite, BRICKNER (cité par UNDERWOOD)
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donne les premieres indications sur la fonction du zinc chez les nimaux.
Apres les travaux de TODD (1934), de KEILIN et MANN (1939) montrent que le
zinc est un constituant de 1'anhydrase carbonique ; viennent ensuite les
travaux de TUCKER et SALMON (1955) sur le porc, de OTDELL (1958) sur Te
poulet, de LEGG et SEARS (1958) sur le ruminant et enfin de PRASSAD (1963)
et RONAGHY (1969) sur les humains.

Tous les travaux ont contribué a préciser le r8le du zinc dans
I'organisme.  Cependant, le tour de la question est loin d'étre fait et des
inconnus  demeurent.

Nous allons aprés une étude clinique rapide de la carence en zinc
rappeler les besoins chez les ruminants.

1. Etude

clinigue

1. 1. Btiologie
Parmi les causes pouvant entrainer une carence en zinc, on
distingue des facteurs liés aux apports alimentaires responsables de la

carence primaire, et des facteurs tenant a I"animal et provoquant la carence
secondaire.

1.1.1. La carence primaire est due a des facteurs susceptibles
de modifier la teneur des fourrages. Généralement, on
estime que les fourrages contiennent 15 & 40 mg de zinc/kg MS, or la limite
de carence se si tue & 45 mg/kg MS (LAMAND, 1973).
Ce deficit est lié au sol et & la plante, Pour le zinc, les sols
sont en genéral suffisarment pourvus, mais la fertilisation et |I"intensifica

tion fourragére peuvent avoir des effets 'néfastes sur [I"assimilation des
oligo-éléments par les plantes.

La richesse d"une plante est fonction de 1'espéce, de la partie
considérée et du stade végétatif. Les légumineuses sont souvent plus riches
que les graminées. Les feuilles sont mieux que les tiges et au cours de la
maturation, Ta teneur diminue regulierement jusqu'a la floraison {KERGUELEN,
1960). Les foins récol tés tardivement, séchés dans de mauvaises conditions
sont pauvres.

En dehors de ces effets purement agronomiques, on peut assister a
un développement de carence par une erreur‘de calcul dans la mise au point
d'un complément minéral. 11 peut aussi arriver que les apports soient satis-
faisants, mais des perturbations metaboliques provoguent une mauvaise utili-
sation du zinc, ce qui entrafne la carence secondaire.



1.1.2. La carence secondaire
Différents facteurs capables de modifier la digestibili-
té et la retention du zinc peuvent provoquer des signes de carence.

On sait, en effet, (LAMAND et DEMARQUILLY, 1975) qu"il existe une
corrélation entre le coefficient d"utilisation digestive (CUD) du zinc et
ceux de la watiére organique et de la matiére séche. Ces auteurs pensent que
pour cet élément, la qualité de I"aliment influe plus que sa teneur. |

D*autrepart, les contaminations par la terre font baisser le CUD,
a des valeurs négatives malgré ITaugmentation de la teneur de la ration.

La présentation physique de I1"aliment peut aussi influer sur I7uti-
lisation digestive du zinc. On sait, en particulier, que le broyage fait
baisser le CUD (PERIGAUD et al., 1972). LAMAND (1975) pense qu°une accéléra-
tion du transit intestinal serait responsable de cette baisse observée.

HELLWEGE (1971) a observe sur des enfants une excrétion excessive
et une mauvaise absorption du zinc par suite de troubles gastro-intestinaux
dus a une modification de #"intégrité de la muqueuse.

Enfin, 1l existe des facteurs qui modifient I utilisation du zinc
en entrant en compétition avec lui au niveau des sites d'absorption ou de
stockage. Il s"agit essentiellement de minéraux et de vitamines.

1.2. Symptimes et Lésions
Les signes cliniques observés différent peu d"une espéce &
I"autre. Il existe néanmoins une variation dans la sensibilité a telle ou
telle manifestation de la carence. Depuis les signes aigus jusqu®aux signes
chroniques, on peut rencontrer toutes les formes. Chez 1'Homme, 1°un des
premiers symptémes est le retard de croissance (HAMBIDGE et al., 1972), qui
est suivi de la perte d"appétit, mais les choses peuvent é&tre plus graves et
aller jusqu"au nanisme et a I"hypoganodisme (PRASSAD et al., 1963 ; RONAGHY
et al., 1969). Dans les formes aigues des lésions dermiques sont observées. -
Chez les animaux, on retrouve & peu prés la méme chose: 1'inappé-
tence, les troubles osseux et la dermite.
Ces symptomes ont eté décrits par  CHESTERS et al. (1970) chez
le rat ; J.K. MILLER (1960), BLACKMON (1967) et W.J. MILLER (1970) chez les
bovins au cours de carences expérimentales-: Ils ont en plus observé une
inflammation et une rougeur de la bouche et du muffle, un oedeme du boulet”,
de 1'alopécie accompagnée de lésions de parakératose et d"hyperkératose.
Les pertes économiques sont considérables, car en plus de la baisse
de I"indice de consommation, on assiste a une diminution de la fertilité et &
une sensibilité plus grande aux diverses infections.
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1. 3. Diagnus tics et ¢ tunost te

Le diagnostic 'une carence en zinc sera a la fois clinique et
experimental .

Le deagnosic clinique est basé sur ! “observation de 1'alopécie,
des dermites associées & un arrét de la croissance, I1 est indispensable de le

poser nour mieux orienter les analyses éventuelles du laboratoire,

On peut, en effet, doser le zinc dans les aliments, dans le
sang, ‘dans le foie et les poils.

L"examen de la ration est obligatoire. Il est nécessaire de
Savoir s"il existe un complénent minéral et de vérifier sa composition, en
évitant les contaminations, surtoul par la terre.

Pour les analyses proprement dites, il est intéressant de deman-
der a la fois le zinc, le cuivre et le manganése, analysés a partir d'un méme
prélévenent et d'une méme prise d"essais.

Le dosage plasmatique peut étre effectué dans de bonnes condi-
tions en évitant les contaminations et I°hémolyse.

BROCHART (1975) pense que le dosage dans les poils est possible
et permet de diagnostiquer une carence profonde, néanmoins pour les é&chantil-
lons inconnus, 1"interprétation est difficile.

Les teneurs généralement rencontrées sont
- pour les aliments : 15 & 40 mg/kg MS (LAMAND, 1971)
~ pour le plasma : 80 & 120 mg/100 ml avec des valeurs de 150 mg lors de

contamination ou de 80 mg au moins lors d"une inflammation
- pour les poils : 115 mg/g.

Enfin, il faudra compléter le diagnostic clinique et expérimental
par un diagnostic différentiel. On peut, en effet, confondre la carence en
zinc et une intoxication chronique par le sélénium ou par le thallium, 3 une
avitaminose A, 3 une infestation parasitaire ou a une photosensibilisation.

Pour I"intoxication par le sélénium, la difficulté de la demar-
che et les douleurs articulaires sont assez specifiques.

Pour le thallium, la dyspnée,les conwulsions et parfois la ceciteé
sont assez caractéristiques.

L"avitaminose A est caractérisee par la xérophtalmie.

Lors des galeg ou de phtirigse, le prurit est toujours important,

Enfin, il n"y a que les parties du corps dépigmentées qui sont
atteintes lors d"une photosensibi 1isation.

Le pronostic n"est pas grave lorsque le diagnostic est pose

assez tot. Une complémentation retablit rapidement les différentes fonctions
perturbées.
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1.4. Traitement

Avant d*envisager le traitement, 1l faut tenir compte du fait
quil est colteux en main d'oeure et reste fugace.. 11 existe malgré tout
des possibilités, 4 savoir - i« suppliémentation de la ration, les solutions
buvables et les formes injectables.

BLACKMON et al (1967) obtiennent avec un apport de 260 pprn de
i{n une disparition des symptomes en quatre jours.

J.K. MILLER et W.J. MILLER (1964) ont obtenu les mémes résultats
avec 250 ppm,

OTT et ai (1965) ont, en diminuant la dose et en la portant a
100 ppm, traité des veaux et des agneaux ; alors que MILLS (1965) avait obtenu
des resultats plus lents avec 20 ppm,

LAMAND (1971) a utilise une solution buvable apportant 4 ¢ de
S04 In pendant dix jours a des bovins adultes et a observe une regression
des symptomes. Cet auteur a mis au point des suspensions injectables a effet
retard permettant d*apporter 600 mg de Zn a un bovin adulte. La rémanence du
produit est de deux mois et demi environ.

Ces résultats sont certes encourageants, mais il faut dire que
la voie la plus sfire reste la prophylaxie, malgré les incertitudes liées a
la connaissance imparfaite des besoins des animaux.

/]
2. Couverture des besoins__:_prophylaxie

LA T L L S L K A N L R L R L N B 2 2 .

La prophylaxie consiste a assurer la couverture des besoins de
I"animal en zinc. Nous rappellerons quelques moyens a mettre en oeuvre pour
prévenir une carence en cet élément.

2.1. Prophylaxie par apport direct aux animaux
LAMAND (1975) propose pour une vache a haute production laitiére
et ingérant 12 kg de MS par jour, le mode de calcul suivant

- teneur moyenne 25 mg/kg MS
- besoins 50 mg/kg MS
« déficit a couvrir 300 mg/J

soit pour un complément minéral distribué a des bovins a raison
de 100 g/j: 1,29 de SO, Zn, 7 H,0 par jour. Le complément peut étre distri-
bué soit a l"auge en mélange avec les aliments, soit au paturage sous forme de
pierre a lécher, en s"assurant évidemment que la composition du bloc permet
de couvrir le déficit en oligo-eléments.

2.2. Ppophylaxie par enrichissement des fourrages sur pied
Il s*agit d"apporter le zinc directement au sol ou a la plante
en pulvérisation. L"apport de 25 & 50 kg de SO4 Zn en couverture sur la prairie
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en fin dhiver peut étre suffisant, en outre il n"y a pas de risques de toxi-
cité pour les animaux (PLRIGAUD et al., 19/5). Ces mémes auteurs pensent que
la pulvérisation foliaire permet aussi un enrichissement convenable de la
prairie quatre a dix jours apres I"intervention. Les oxydes semblent donner
de meilleurs résultats, les sels lubles étant lessivés par les pluies.

Cette étude clinique permet de mesurer I"importance du zinc
dans I"alimentation des animaux. D"autre part, on a pu voir quil est possi=-
ble d"intervenir sur I"animal pour éviter une carence, maisS on ne connait pas
encore tous les processus métaboliques qui nécessitent la participation du
zinc. Dans les chapitres qui suivent, nous essayerons de donner un apercu

sur quelques métabolismes du rumen et sur le v6le du zinc a ces différents
niveaux.

3. Métabolisme au niveau du rumen

L cellulolyse

1.1. Schéma de dégradation

La cellulose constitue une part importante de la ration des
ruminants et représente souvent la seule source d"énergie. Au niveau du rumen
les bactéries et prg%ozoaires posnedent un equipement enzymatique qui leur
permet de dégrader "la cellulose en acides gras volatils (AGY) qui sont absor-
bés a travers la paroi du rumen et apportent a I'animal hbte les nutriments
energétiques nécessaires au fonctionnement des divers appareils.

Le schéma de dégradation est donne & la page suivante,

1.2, Bactéries responsables de la cellulolyse
On classe les bactéries suivant |I'activité qu“elles exercent
au niveau du rumen (HUNGATE, 1966). On distingue ainsi, les bactéries amilo~-
lytiques, les protéolytiques, les lipolytiques, les cellulolytiques, etc...
Pour I"énumération, on utilise g@énéralement trois méthodes

le comptage direct
. la densité optique
. la méthode des cultures

Les bactéries cellulolytiquqs sont largement représentées et
les espéces le plus souvent rencontrées sont : Bacteroides succinogenes,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flave-—faciens €t ButyriViprio fiprisolvens
(BRYANT, 1959, 1965, 1973 ; HUNGATE, 1950, 1956 ; KISTNER, 1965 :
PRINS, 1975).

cités par

1.3. CELLULASE
KITTS et UNDERKOFFEK (1954, cités par STANLEY, 1959) ont étudié
I"activité cellulolytique du jus de rumen. La méme année CONCHIE (cité par
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STANLEY, 1959) a retrouve une activite p-qlucosidasique sur une préparation
de microorganismes de rumen *de mouton.

Par la suite, de nombreux travaux ont permis de preciser 1'ac-
tivité cellulolytique des microbes au rumen. On a ainsi isolé et localisé
I"enzyme responsable de cette hydrolyse de la cellulose.

La centrifugation a grande vitesse a permis de préciser que les
bactéries et protozoaires sont bien responsables de la cellulolyse (STANLEY,
1959 ; PRINS, 1975) d"une part, et que, d"autre part, lI"enzyme est extracel-
lulaire (KING, 1956 cité par HUNGATE, 1966).

LEATHERWOOD (1969, 1973 cités par PRINS, 1975) a étudié le
mécanisme d"action de la cellulgse et a émis I"hypothese que I"enzyme est
constituée de deux entitées :
= un facteur Cl responsable de I"affinité pour la molécule de cellulose ;
= un facteur Cx, actif et assurant I*hydrolyse,

L*efficacité de I%enzyme dépend de la nature du substrat, c"est-
a-dire de la longueur de la chaine de cellulose, et de sa concentration dans
le milieu (FESTENSTEIN, 1959). .

Le pH d"activité optimum se situe vers 7 (STEWART C,S., 1977).

En ce qui concerne les minéraux, leur r6le a été peu étudié
in_vivo. KING (1959) pense que le fer et le cobalt activent la cellulase. In
vitro, les oligo-éléments peuvent étre soit inhibiteurs, soit activateurs'.
pourl*influence particuliére du zinc,ﬂOUS y reviendrons.

2.1. Mise €n évidence

L*hydrolyse de 1 ‘urée dans le rumen n“est possible que gréice 4
I"existence d"une enzyme. PEARSON ¢t SMITH (1943) par des expériences in Vvivo
et in vitro ont montré la realite de cette enzyme et émis 1'hypothese quelle
est élaborée par les microorganisins.

GIBBONS et al (1957) ont pu, gréce a des centrifugations diffé=
rentielles, 1isoler wune importante fraction bactérienne responsable de cette
hydrolyse de [I°urée. Quelques années apres, JONES et al (1964 a) par des techni-
ques de seédimentation ou de centrifugation, ont montré que 1'uréase est intra-
cellulaire. BRENT (1967) 4 d ailleurs émis "le méme hypothese.

Il convient cependant d'étre prudent car les espéces bactériennes
possedant une uréase sont nombreuses et il n"est pas slre que I"enzyme a la
méme localisation ou la méme nature partout. D' ailleurs REITHEL (1971) signale
que 1'uréase de Barcina urcddst une exoenzyme. Néanmoins, depuis les travaux
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de MAHADEVAN (1976), la lumiére commence & étre faite. L'auteur a, en effet,
extrait et purifié I%enzyme. Et il est intéressant de savoir qu“en dépit du
grand nombre de bactéries capables de produire 1'uréase, cette derniere a la
méme mobilité électrophorétique et le méme poids moléculaire dans chacune
e ces essais. Mais il n"est pas évident qu"il s"agit de la seule enzyme qui
existe et qui soit capable d'hydrolyser [1'urée,

2.2, Nuture des buctérics urdolytiques

La plupart des auteurs qui se sont intéresses au réle et & la
nature des microorganismes capables de produire lI*uréase sont d“accord pour
dire qu"il s"agit de bactéries. Mais, comme le rappelle COOK (1976}, il n'y a
aucune preuve qui permette d affirmer que ces bactéries sont nombreuses cans
le rumen ou que lI"une delles a la plus forte activité. L"activité du rumen
serait 1a somme de petites activités de nombreuses espéces bactériennes.
Certaines de ces bactéries ont éte isolées et leurs caractéres eétudies.

Ainsi, GIBBONS et al (1960) ont etudié une anaérobie stricte
a partir du jus de rumen de bovin, et |‘ontclagsée dantt\qfamﬂle des Lac~
tobacillaceae et dans le genre Lactibacillus.

SLYTER (1968), a partir du jus de rumen de bovins nourris avec
un régime synthétique, a i
bles de produire I"uréase.

COOK (1976) a isolé sur différents milieux des bacteries possé-

solé des streptocoques et des lactobacilles capa-

dant cette propriété et appartenant aux genres Lactobacill US casei Vgr,.asei
et Kiebsiella aerogenes.

Chez les monogastriques, RAIBAUD et al (1962) ont retrouvé des
uréases produites par les Lactobacilles, des Actinobacilles et Staphylocoques.
I1s ont cependant remarque que certaines espéces ne sont activ@ss que lors-
qu-elles se développent in vivo., I1s pensent que la propriété d"hydrolyser
I"urée est plus un caractére de souche que de type.

I1 apparait que les especes le plus souvent rencontrées dans. -
1'etude des bactéries uréolytiques sont : les lactobacilles, les streptoco-
ques et les staphylocoques. Mais il est certain qu'il doit en exister daifres

2.3. Activité de 1 'enayme
L*Union Internationale des Biochimistes recommande d“exprimer
I"activité de I"uréase en millilitre de jus de rumen ou de milieu de culture
(U.1.) capable d*hydrolyser 0,5 pM durée et de libérer 1 pM d‘NH3 en une
minute @ 38°C. Mais pour des études sur les ruminants, nous pensons quil

est prudent de I"exprimer en grammes d*urée hydrolysés pour 100 ml de jus
de rumen par heure., ceci presente l"avantage de tenir compte de ITactivité

.
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totale du rumer sans distinction dans la nature de I%enzyme ou des espéces
microbiennes  intervenant.
Lhydrolyse de | ‘urov Se ferait en deux étapes (REITHEL, 1971) :

NHZ . P 0H - ONH4+]
0=C t HOH —| O-C + NH3-;_—’_ 0 =C
. .
NH2 NH2 NH2
7/
t HOH
L
H2CO3l t 2 NH3
HyO 4 C02

L'intermédiaire serait donc legarbamatesur lequel I enzyme
se fixe pour former le complexe carbamoyl : HZN " C” « Enz.
0
L*enzyme posséderait trois sites : un groupe histidine, un
groupe ammonium et un groupe sulfhydryl. Mais seuls les deux derniers seraient
actifs et participeraient a la formation du complexe carbamoyl,

2.4, Facteurs d 'gqetivité de 1 'uréase

De nombreux travaux ont été effectués en vue de déterminer
les facteurs pouvant influencer I1°hydrolyse de 1'urée, le but étant de trouver
les moyens de retarder sa dégradation dans le rumen afin de permettre une
meilleure utilisation de 1‘NH3 produit d"une part et, d'autre part d"éviter
les risques d"intoxication par une absorption trop importante de l‘NH3. Parmi
les facteurs pouvant agir sur lI*ureolyse, on peut citer : les agents biologi-
ques, physiques et chimiques.

a. les facteur5 biovlogiyues:

L*injection d"un extrait cristallise durease d"origine vege~
talc peut induire la formation d'anticorps anti-ureases (HARBERS et al, 1965 ;
GLIMP et TILLMAN, 1965, cités par JOURNET, 1975).

Ces anticorps sont retrouves dans la salive et la bile (SIDHU
et ai., 1968).

Ces travaux méritent d'étre entrepris avec des uréases bactérien-
nes surtout maintenant que Font sait qu'il n"y a pas de grandes différences
physico-chimiques entre 1'uréase bactérienne et le "Jack bean® (S. MAHADEVAN
et al.,1976).

e
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b. les facteurs physiques ;

L*hydrolyse de 1°urée par le contenu du rumen est favorisé par
une température comprise entre 39°C et 41°C et des pH se situant entre 7 et 9
(PEAKSON et SMITH, 1943). Si pour la température le rumen satisfait 3 cette
condition, pour le pH, le régime est primordial. Il est d ailleurs important
de ne pas atteindre un pH aussi élevé car les risques d"intoxication a
I'NH3 se trouveraient augmentes (BAKTLEY et al., 1976). Mais d“autre part
il n"est pas établi qu un pmit compatible avec un métablisme normal dans
le rumen et on ne connalt pas exactement le role du pH sur 1"uréolyse in vivo.

Enfin divers procédés technologiques ont été utilisés afin de
retarder I1"hydrolyse de [1°urée (JOURNET, 1975).

c. les facteurs chimiques
» les antibiotiques, sulfamides et autres produits
in vitro : la hacitracine et le sulfate de néomycine ralen-
tissent la degradation de [1°urée (LOPER, 1967).

De méme la sulfaméthazine agit dans le méme sens ; cependant,
son action est moins sensible, ]

Ces effets nei"sont pas retrouvés in vivo (LOPER, 1967 ; JOURNET,
1975).

D*autres produits comme les dérivés des quinones ou de I"acide
barbiturique se sont révélés capables d"inhiber 1"ukase (PEARSON et SMITH,
1943 ; HARBERS,  1962).

- I"acide acetohydroxamique (A.H.A.) et dérivés

in vitro : I"hydrolyse de I1"urée est réduite de 50 p.100 en
presence de 11 a 15 ug d'A.H.A. par ml de milieu (BRENT, 1971), alors que
|'utilisation de la cellulose est stimulée (MOORE et al,, 1968).

in vivo : 1'A.H.A. et ses dérivés se sont révéles efficaces
pour prévenir une iIntoxication a ]‘NH3 (BAINTNER et al., 1964). En France,
1'Alimentation Equilibrée de Commentry (A.E.C.) produit un dérivé de 1'A.H.A.,
le HS 40 capable de réduire 1'hydrolyse de 1'urée dans I"intestin des mono-
gastriques (MICHEL et JOURNET, cités par JOURNET, 1975).

- I"effet des mineraux sera étudié dans un autre chapitre,
avec I"intervention du zinc.

3. _U:cj,!j_gqt_i_gg__q‘e“_l_'__l\}_H_:% pour..
3.1. Généralités

L'NH3 issue de la dégradation de I1"urée peut avoir trois des-
tinées : une partie est utilisée par les bactéries pour la synthése de leurs

la protéosynthése bactérienne

L L L L L X 1 2 1)

constituants cellulaires, une autre peut traverser la paroi du rumen et péné-

trer par la veine porte dans la circulation sanguine ; enfin la derniere peut

g
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quilter le rumen par la voie digestive.

L'NH3

duit ypn recyclage en yree dont une partie est éliminée par ITurine, alors

que 1'autre revient au rumen par la Voie salivaire. HUNGAYE (1969) estime
que cette voie apporte a I"animal 1,5 g d'N par jour.

, qui diffuse & travers le rumen arrive au foie ou se pro-

La synthése de protéines microbiennes se fait par des meécanis-
mes d'amination et de transamination a partir de [I"acide glutamique et des
corps cétoniques issus du métabolisme glucidique. Ces réactions sont possibles
grace a la présence de glutamine-déshydrogénase et sont catalysées par le
NAD ou le NADP,

L'efficacite de la protéosynthése dépend de la presence dans le
régime d"une source d"énergie rapidement assimilable par les bactéries et de
minéraux qui ont un rdle métabolique important.

3.2. Rjle de I'énergie

La degradation des glucides fournit 1'énergie nécessaire & la
synthese de protéines microbiennes. On estime qu'un YATP égal 10,5 est une
valeur courante (YATP = quantité de cellules produites en g par mole d'ATP,
d*aprés BUTTERY, 1975).

Dans le rumen, les microorganismes produisent de grandes quan-
tités d'AGV a courte chaine, principalement, l"acide acétique (70 %), I"acide
propionigue (20 %) et I"acide butyrique (10 %) (ANNISON et ARMSTRONG, 1970).

Cette production d'AGV abaisse le pH du rumen et diminue les
fuites d'NH3. Elle permet donc une meilleure syntheése protéique (COMBE et al.,
1960). Cependant, si une petite quantité de glucide rapidement fermentesci-
ble est nécessaire, un taux éleve peut avoir un effet dépressif sur la diges-
tion de la cellulose, bien qu'yl accroisse ITutilisation de 1'yrée (ARIAS,
1951).

3.3. RoOle du soufre
L*action du soufre semble se traduire par une amélioration de
la protéosynthése. HWE et al (1970 c) ont montré qu'un pégime contenant
0,61 g de S/jour permet la synthese de 82 g de protéines microbiennes, §j on
porte ce taux & 1,95 y, la production quotidienne de protéines atteint 24 g,
[T est cependant un seuil quil ne faut pas. franchir, car au-dela, la diges-
tibilité de certains oligo-elements est perturbée.

BRAY et HEMSLLY (196Y) proposent un rapport N/S = 10 pour obte-
nir une bonne utilisation de 1°NPN.



4. Role du zmc sur les divers métabolismes étudiés

L L N R N R NN ] LR A X X X L E LA LT LA Y Y Yy Yy

4.1. Zinc et actibité enzymatique

Les travaux de KEILIN e MANN (1939) soulignent 1*importance
du zinc comme cofacteur de [I"anhydrase carbonique, enzyme essentielle dans
le transport et [I"élimination du 60?.

Le zinc est aussi un constituant de la carboxypeptidase pancréa-
tique (VALLEE et NEVRATH, 1950). Une carence en zinc peut baisser I activité
de cette enzyme de 40 & 75 p.100 (MILLS et al, 1%7 b).

La phosphatase alcaline fut aussi reconnue comme une zinc mé-
tallo-enzyme (PLOCKE et al., 1962) chez Escherichia coli. Cette activité
fut retrouve chez le dindon {STARCHER et al, 1963 cites par SELZE, 1973.) et
chez le veau carencé en zinc, on a noté une baisse de son efficacite (W.J.
MILLER et al., 1965 b).

Le zinc peut aussi se lier au NAD pour former 1'alcool-déshydro-
génase (JF. RIORDAN et al., 1971). Cette enzyme a été isolée chez 1'Homme
(Von WARBURG et al., 1964) et chez le cheval (DRUM et al., 1967).

Outre I"anhydrase carbonique, 1la-carboxypeptidase, la phospha-
tase alcaline et [I"alcool déshydrogénase, plus de vingt zinc métallo-enzymes
ont été découvertes. La part que le zinc occupe dans ces différents systemes
lui fait jouer un rdle important dans I"organisme animal.

Chez les ruminants, 1l semble qu"il existe une action du zinc
sur les cellulases et les uréases, mais les travaux effectués jusqu'a présent
ne permettent pas de dire a quel niveau se situe cette intervention. Est-ce
sur les enzymes ou sur les microoryanismes qui les produisent 7 Dans les
chapitres qui suivent, nous traiterons le rbole du zinc,

4.2, Zine et activite du rumen

4.2:1. effet sur la cellulolyse
L'effet du zinc sur la cellulolyse dépend des doses .
présentes, Pour certains auteurs, cet élément est un stimulant, pour d*autres
il serait inhibiteur. Quelques travaux sur le role du zinc sont résumés dans
le tableau de la page 14 . Il apparatt quil y a une grande diversité dans les
résultats, et MARTINE2 (1972) pense que les différences tiennent aux régimes
d"une part et, d'autre part, aux interactions existant entre les oligoéléments.

4.2.2, effet sur I'uréolyse et la protéosynthese
L'effet du zinc sur les uréases a été tres peu étudié.
Parmi les travaux connus, on peut citer ceux de SHAW (19%4) qui a étudié le
role des métaux sur I"activité des uréases d"origine végétale. Il a trouve

A



Effets du zinc sur 1'activité cellulolytique ir vitro

(doses exprimées en mg/L de milieu d'incubatior)

Auteurs Nature de Critéres tttet tTTEL
1'inoculum étudiés stimulant inhibiteur
LITTLE et al.(1958)] suspension lavée| Digestion de la 7,5
- cellulose
HUBBERT et al. u u pas d'effet 5
(1958) observé
MARTINEZ et al. " _om 5.7 20-30

(1970)

| jus filtré

SALE, cité par " pas d'eZTet r determing
MARTINEZ (1970) dilué cbeervs norn déterminé
WOODS, cité par | jus filtré u pac dlestet 50

MARTINEZ (1970)

|

observe

514
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Gue Jaoplug part-des ¢itions peuvent modifier |'activité splicifique
pe 1 enzyne.

Pour Ce jui concerne les uréases bactériennes,
lesseulstravaux qUe NOUS avons recensés sont ceux de Me. NAUGHT (1950)
JOLmg (1904, CoOK  1976) . MAHLUEVAK (1 Y76) . Leurs résultats s ont résu-

MG L ld Py e suivante

Pour JONt , |'effet  stimulant ou inhibiteur,
dépena de 1a Vi tesse reclaquellel'élément traverse | a paroi de |a.
thctérie. Concerrant | u zine ce t auteur pense que des doses allant d

U,o &4 10 mg/L peuvent stimuler 1'uctivité deS urdases. COUK, | Ui & trou=~
veun effet favorable uvec 3-4 mg/l. MAHADEVAN, par contre trouve un
el'l'et inhibiteur de 43 % avec 1,5 mr/100 M et de 100%avec1‘3mg/100m
cet te €tude bibliogrphique NOUS wauru permis
d'avorderiezincsousdeuxaspectsicliniquee t nutritionnel.
Jous 4vonge Lens rendaene e 1'1 MpOrtance de cet élément chez
les animaux en général ot chez les rumnants en particulier. Les tra-
viux mends en vue d'accroitre 1. connaissunces Sur le zinc, pernettent
ae prévenir et de guérir les troubles dues & une carence en cet élénent,
meda 1 ont pas wpporté toute la | umitre sur ges IOl es métaboliques. Il
n'esy yue de voir le peu a'étude réalisé sur le rdle du zinc sur les
uréases.C est pourquoi nous nous scmmes INntéressés a cet élément et a
sSoNn influence sur | @ digestion de la cellulose et 1'utilisation de 1'u=
rée Cchez les rumnants.



Effet des minéraux sur I utilisation de }'NPN

Minéraux Auteurs Critéres €&tudiés Nature de Effet Effet
1'inoculum stimulant inhibiteur
cu MCcNAUGHT  (1950) protéosynthése jus Filtre ‘ 50 mg/1
gmi,sgfance jus Filtré
actérienne. e
centrifugé
dégradation des
protéines 1000 mg/?
JONES (1965) uréolyse suspension lavée| non déterminé i toutes
de jus de rumen concentrations
COOK (1976) uréolyse culture de pas d"effet signi-
bactéries ficatif observe
Co McNAUGHT (1950) protéosynthése jus filtré 10 mg/ |
JONES (1965) uréolyse suspension lavée | -doses non déter-
minées 5 mg/1
COOK (1976) )
Mo McNAUGHT protéosynthése Jjus filtré 5 ma/1
Fe " u M 1000 ma/1
In JONES (1965) uréolyse suspension lavée 0,8 - 10mg/1
MAHADEVAN(1976 )Uréolyse suspention |avég 0,13-1,3
CO0K (1976) uréolyse culture de 3-4 mg/1
ZHEREBSOV et bactéries
NABIEV (1970) protéosynthése in vivo 125 mg/1 500 mg/1}

o



Il « / TRAVAUX PERSONNELS

A./ OBJECTIFS

Notre travail fait suite & celui effectue
pur A KUMARESAN (1976) au laboratoire de MNutrition du CNKZ de
JOUY=-en~-JOSAS,

Mr. KUMARESAN, dans le cadre d' une these a
é¢tudié les " Intéractions" entre l1le zinc et Jeg mcro-organisnes du'
itumen chez le nmout on recevant de 1'urée comme source uni que d' azote.

Pour eftfectuer son travail, ii a eu & nettre
au point un " régi ne purifié" suns protéine contenant de l'urée com
me source d'agote.

Ceci lui a perms outre |'étude du netabolisme de ce régime de recher-
cher le taux de zinc pernettant d assurer une croissance optimm de
1l micropulation du rumen pour 1'utilisution de 1'urde.

Cette méthode permet surtout de faire varier
les doses de zinc afin de disposer de plusieurs mlieux pour les in-
cubations In_Vitro et pour les études In Vivo ; et de nesurer la protéo-
synthése mcrobienne sans interférence des protéines alinentaires,

Ansi, A KUMARESAN a pu nontrer que le zinc
est peu soluble dans le runen, plus de 60 % du zinc total étant fixés
a la fraction "résidus alinentaires + protozoaires" pour tous |es
régimes ; 16 4 & 20 % sont liés aux bactéries tandis que 9 % & 17 %
(pour les rigimes riches) sont & 1'état soluble.

D'autrepart, l|a conparaison de deux regines
pauvres en zinc (10p.p.m.) et riche (60 p.p.m.) a perms de voir
qu'avec | € régime pauvre s'il Yy u une inuppétence, il n'y a pas réduc-
tion de |I'intensité de la protéosynthese bactérienne. Avec le régine
riche (60 p.p.m.) une inhibition partielle des uréases m crobi ennes .
fut  observee.

S cet effet se véritiait, il serait intéres-
sant de pouvoir retarder 1'uréolysc en elevant la teneur en zinc du
régime, Cependant, le zinc pourrait avoir un effet inhibiteur sur
|"activité cellulolytique.

Notre travail a donc pour but de vérifier
1'effet du zinc sur |'activité uréasique du contenu du runen d' une
part et dautre part de préciser |'influence du taux de zinc de
1'aliment sur |a protéosynthése et ['activité cellulolytique des
mcrobes du runen.
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Be/ DISeCULTIE BXPREIMEATAL

1) Matériel  Aninal
Le travail est effectué sur cing noutons de
roce lle - de = France agés de plus de deux ans, nuni s de canul es
de rumen depuis |'Aage d'un an,
2) Rérimes eXpéri ment aux

Nous avons utilisé |'alinent purifie ms au
point par KUMARESAN et avons constitué a partir de cet aliment de
buse trois régimes

- 10 ppm de Zi nc

-100 ppm do zinc

- 200 ppm de zinc
L'alinment egt ainsi constitué

- Andon de mals 57,9 %
- Cel |l ul ose colmacel 26,0 %
- Cérélose ' 23,9 %
- Wée (46 4 N 4,0 %
- Compldment m nér al 5,0 %
- Chl orure de choline 0,1 %
= Polyéthyléne-glycol ( PEQ 1,0 %
- Hui l e de mafts 3,0 %

Vitanine A (50.000 U.I/g) 8,0 g % kg

- \itamine D, (100.000 U.I/g 1,0 g% kg

- \Mitanine B ! 0,4 g % kg
Les ani maux recgoivent 800 g d'alinent parjour en deux repas (8h et
16heurs).

%) Plan des essais

-

3.1) Cellulolyse

Inoculum | 10 100

Taux de zinc

de substrat 10 10
1) 60
100 100
200 200
400 400

1000 1000




%,2) Protéosynthése m crobi enne

I 1l I11

lnuculu
adapté a 10 100 200
(en ppm de zinc)
Taux de zinc

du substrat 10
60
100 100
200 200 200
400 400
1000 1000

C./ Moduli tés Expérimental es

1) Teneur en zinc des contenus du runen
1.1) Mode de préldvement
Les animaux sont prélevés au tenps 0 avant
le repas du natin,
Les prélevenents sont faits par la canule
a |'aide de tuyau plastique branché sur une ponpe aspirante dirigé
manuel lement duns tous | es compurtiments durumen afin d' obtenir un
échantillonnage & peu pras honpbgene.

1.2) Fract i onnenent

Le but de,l'opération est d obtenir des
¢chantillons du Jus Total dune part et dautre part du surnageant
de jus filtré ‘'centrifugé contenant le zinc soluble.

Une partie du Jus Total hien agitée (25 g exac-
tement pesés) est séchée SUr bain de sable dans une capsule de silice
tarée puis mse au four a 550°c afin deffectuer un dosage du zinc
dans le jus total. J

250 g environ du jus total sont préssés a
travers siX épaisseurs de gaze pour obtenir -le jus filtre débarrassé
des particules alinentaires.

Une partie de ce jus filtré est centrifuge. Le zinc est dosk sur le
surnageant  obtenu,
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Récecitulation des essais effectués.

REGINE P U R 1 F 1 E (P}

REGIME
Mais = Manioc « Urée Taux de Zn de Régime [ ppm ]
(M) 115 1 35 10 60
Etude in Vitm de la Etude in vitm de la
composition minérale composition minérale
du milieu de di | uti on du milieu de di | uti on e e

' Influence in vitro de

1'addition de 7Zn sur

3

1'utilisation de 1'urée
N -

Métabolisme au niveau
du rumen in vitro
in vivo

Métabolisme au. niveau
du runen In vitro

in vivo

Répartition du zinc Répartition du znc Répartition du zinc Répartition du zinc
dans les différentes dans les différentes dans | es différentes dans | es différentes
fractions du contenu fractions du contenu fractions du contenu fractions du contenu
de rumen de runmen de runen de rumen
Digestibilité Digestibilité
Teneur en zinc du Teneur en zinc du
plasma plasm




Jus TOTAL

centrifugation séchage et filtratioo
a 358 -20min. minéralisation
5 lavages NaCl & 9%o
mageant centrifugation 8 20000 g séchage et
culot aliment centrifugation 20000 g- 20min. 3 lavages avec minéralisation
20min. 3liavages avec NaCi & 9%o
‘. NaCl a 9%o ' /\
culot surnageant culot jus surnageant
bactérien filtré

Figure 1 SCHEMA DU FRACTIONNEMENT DU CONTENU DE RUMEN

'Yy
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2) Incubation in vitro : HEude de |'influence
du zinc sur le métabolisne des micro-
organisne in vitro.

Cette technique cherche & reproduire in_vitro
les fermentations ayant lieu au niveau du runen. Elle consiste &
incuber un alinment en présence du contenu du rumen (inoculunm) pré-
levée sur les nmoutons adaptes aux différents régimes,

L'expérimentationinvitro, est effectuée au
mins deux fois avec chaque régi ne @ deux journées non consecutives,

2.1) Methode de prélévement_de,l'inoculum

La technique est identique a celle du
fractionnenent. Afin davoir un jus dé rumen représentatif, un
échantillon noyen proportionnel est réalise sur les,nmoutons recevant
le nméne régime, le facteur animal étant ainsi partiellement suppriné

Apres | e pompavse, les inoculum transportés
ernn pouteilles thermos a tenpérature voisine de celle du rumen,sont
immediatement utilisés.

2.2) _Mthodes d'incubation
a) Etude de la cellulolyse en présence de
jus total filtre

O incube 1g de substrat + 20 ml de
salive artificielle e¢ 20 m de jus de rumen filtré sur gaze. Le
tout est saturé de CO2 et bouchd¢, Un | ai Ssera une ouverture pour |a
fuite des guz. L'apitation est permanente et |'incubation dure 24h,
b) Ltude de 1'utlisation de 1'urde en
présence du contenu total du runen
Lo dispositit adopté est représentésur |a photo de | a page suivante
Un erlenneycr de 500 m dont le bouchon étanche est muni de trois
tubul es

* L'une pernet le passage bulle a bulle dun
courant O, QUi assure 1'anaérobiose-et un léger brassage du mlieu.
* la deuxiéne fermée hermétiquement par une

pince de MOHR sert au prélevement de 1'échantillon au fins d'analyse:
x Enfin un mcroréfrigérant & reflux sur la

sortie de gaz permet d'éviter les pertes en substances volatiles.

Les  erlenneyers sont alimentés individuellenent en co,, ce qui  évite
un entrainement d'un flacon & |'autre par |le courant de gaz,
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Aux 10 grammes de substrat exactement pesés,
introduits dans 1'erlenmeyer, Sont aoutés 200 m de salive artifi-
cielle dont la conposition est donnée ci-apres et 200 m de jus de

rumen total ou filtré sur gaze.
Les fioles une fois bouchées et agitées, sont

immergées dans un bain-marie thernostatique & une tenpérature de 399
( +ou= 5). Les branchements pour barbotage de.CO, et circulation

d eau des microréfrigérants sont imediatement effectués. Les essais
in vitro sont faits en triple.

Les prélévements pour anal yses sont faits d' heure enheure jusqu'a 5.

COMPOSITION CHMQE DE LA SALIVE ARTIFIQELLE
(M. TAMPON : TI SSERAND et ZELTER, 1965)

Nac| 0,470 g/litre
Kel 0,450 g/1
MgCl, anhydre 0,047 g/1
CaCl, anhydre 0,055 g/1
NaHCO. 9,240 g/1
Na,HFO, 12H,0 7,125 g/1

c) Eude de |'utilisation de 1l'urée par |es
bactéries durumen i sol ées, broyées ou non
Le but est de vérifier que les uréases bactériennes sont endocellu=
laires et de,voir si le zinc est oui ou non capable inhiber |'activité
d e 1l'enzyne.

c-1) Préparation du culot bactérien (intact ou
broyé)

La mét hode utilisée s'inspire decelledeBRENT et al. (1971).
Ble consiste & filtrer 200 g de jus de rumen que 1'on centrifuge
ensuite & 22.000 g pour obtenir un culot contenant |es bacteries.
La centrifugation se fait a Q%c et pendant 15 mnutes. Le culot est
rems en suspention dans 100 m de salive artificielle. 35 m de la
suspension seront gardés sous froid (--4°c) en vue d'un 'broyage au
"vibrogen" sous courant froid,
La technique de broyage est celle des microbilles de verre, |le tenps
de |'opération pouvant varier entre 5 mn et 10 m.

Aores |e broyage JMfiltre sur “Buchner" et on
lave avec 35 m de.salive. Le filtrat obtenu constituera 1'inoculum
contenant 1'uréase, Uhe partie du centrifugat rems en suspension
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et constituera la fraction "Bactéries non broyées".
c-2) __lncubation
On fait [|'incubation dans des tubes &
essais. Latenpérature sera de 39°c + OU = 5,L'inoculum sera soit la
suspension de bactéries broyées, soit celle des bactéries non broyées.
Ou prend 10 m; le substrat est constitué par une solution durée &°
1 g par 50 nl, dont on prendra 0,5 ni.

Les prél evenents ss font aux tenps 1,2 et 3h
|"agitation est pernmanente et les échantillons sont recueillis dans
des tubes contenunt du chl orure wercurique et ON opdre | € dosuge de
| " uree.

2-3) Les substrats et la conposition du mlieu

Nous avons wutilise comwe substrat, Iles
aliments synthétiques distribués journellenent aux aninaux, préala-
blenent  broyés, pourl'étude des activités wuréolytiques et cellulo-
lytiques du runen.

Mais par la suite nous avons été anené &
reconstituer les régimes & partir de leurs divers constituants, pour
| * ét ude de Iacellulolyse)etéincuber, en plus de la cellulose pure,

Pour 1'activité des bactéries isolées, nous
avons utilisé comre substrat,yne solution d'uréeda 1 g /50 .

Apartir des reégines & 10,100 et 200 ppm de
zinc, nous avons constitue differents mlieux en apportant du zinc en
surcharge, sous forme de sulfate. Nous avons ainsi eu des mlieux
d"incubation & : 10, 60, 100, 200, 400, et 1000 ppm de zinc,

2-4) Lles criteres retenus

a) Cellulolyse .

Aux tenps 0.et.24 heures, on dose la 3

cellulose. Lu difference entre la quantité introduite et la quantité
résiduelle représente la consommation de la cellulose, ‘

b) Utilisation de |'urée par le contenu
total du.rumen.
hux tenmps 0, 1, 2, 3 et 5 un préleve-
ment est effectué aprés agitaionde la fiole et 1'échantillon est
préssé sur six épaisseurs de gaze au dessus a'un flacon contenant
quel ques gouttes de chlorure mercurique qui  Dbloque les fernentations.
Sur le filtrat obtenu, les dosages suivants sont faits
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- mesure it pH iwmédiatement aprés ie préléve=-
feefilos

- Dosage de l'N-NM,j

- Dosage de l'urée

- Détermnation des acides gras volatils (AG/)

dans certains cas.

O calcule la consommation de 1'N-NH3 et de
1'N-urée par |a wicroflore en faisant |a différence entre l'N--NH3 et
1'N~-urée introduits et 1'1\!--Nh3 et 1'N-urée résiduels aux différents
tenps.

c) _Activité uréolytiyue du culot bactérien

Les prél évenents se font a1, 2 et 3heurss.
On opeére un dosage d'urée.

C./ METHODES ANALYTIGUES
1) pH : est nesuré sitdt le prélevement a
|"aide d'un pH-mdtre & |'électrode conbine.

2) N-NH, .

L'ammoniac  est dose par la mdéthode de
Berthelot aduptée a |'auto-analyseur qui pernet des analyses en série
avec un risque derreur inférieur a 5 %. Cette néthode est basée sur
laréaction de |'ammoniac en nilieu alcalin avec le phénol et 1'hypo-
chlorite de MNa. Le produit formé a une coloration bleue dont le pouvoir
d absorption est maximum a 625 nm.

Le contenu du runen est d abord débarrassé
des protéines par précipitation de celle-ci dans de |'acide trichlora-
cétique (ATQ a 2,5 % puis centrifugé juste avant analyse.

La solution obtenue est introduite dans le circuit de |'appareil et
portée jusqu'au bain-marie & 95°c ou |'amoniac réagit avec le phénol
et 1'hypochlorite i ntroduits auméume débit. La solution colorée est
alors dirigée vers un colorimétre,

La gumme de dosuge Se situe entre 0,5 et 10 ng d'N-NH

3 / 100l
%) L'N~Urée

Lturée est dogée pur | @ Met hode techni con
1égerement modifiée et appliquée & |'auto-analyseur. GCette méthode
est basée gur la réaction directe de 1"urée avec le diacétyl nonoxine,
en présence de thiosemcarbezide et wilieu acide.

Le thiosemicarbezide permet d'intensifier
la coloration rose dont le pic d absorption se nesure & 520 nm,

Le liquide & analyser est introduit dans le
circuit-de |'auto-analyseur et subit uUne opération de dialyse contre la

’~ir



SCHEMA DU DOSAGE DE L'URF:E A L AUTOANALYSEUR
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SCHEMA DY DOSAGE DE L'AMMON]AQUE A L'AUTOANALYSEUR
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solution de diacétylmonoxine. Celi ~ci uprés addition du réactif acide
est dirigée sur le bain-marie & 9»°c puis vers le colorimdtre.
4) A.G.V.

La nethode utilisée est celle de la chrono-
tographie en phase gazeuse. 2 m qe jus filtré additionnés d'un étalon
interne : acide isobutyrique Ou aldehyde galicylgue a raison de 1mg/ml.
de solution sont acidifiés 4 pH-z et centrifugés & 20. 000 g pendant 20
m nut es.

Une injection de 0,1 m environ est faite
sur colonne de verre VARIAN 1200 contenant 10 % S.P. 1200, 1 % d'acide
phosphnorique sur chomosorbe BO % W, 4w,

La températurc de la colonne est ue 80°€, celle de 1'injecteur 110°C,
celle du détecteur 11596,
Les calculs sont faits daprés le rapport de la surface des pics de
chaque acide sur la surface du pic de 1'étalon interne puis par réré-
rence a la courbe d étalonnage faite a wpartir des solutions standards
contenant des quant ités croissuntes de chaque acide et une quantité
fixe de 1 nmy/ m détalon interne

5) 4ILC

Un €chant: Lion représentatif du produit b

analyser (exactenent pesé) reste wupres Séchage a |'étuve & 103%°c,
mnéralisé au four & %%0°¢, puis pesé pour obtenir le poids des na-
tieres mnérales de 1'échantillon. La silice contenue dans le résidu
d’ incinération est insolubil isde pur 1 ' acide chlorydrique & SE€C sur
tain de sable, pdis repris & 1l'acide nitrique & 10 % pour solubilisa-
tion des minéraux. Le dosage du zinc est effectué sur la solution
obtenue aprés filtration, par spectrophotométrie d' absorption atom que
4 |'aide d'un spectrophotonetre IL 151 dans une flame air-acétylene.

Le principe de la néthode est le suivant ;
La sol ution est puivérisé dans |l a flamme, créant ainsi un nuage
d'atones. La flame est traversée pur un faisceau d'un rayonnement
éms par une lanpe & cathode creuse et ayant |e spectre du zinc.
Les atomes de zinc ont la propri¢té d absorber certaines radiations
du spectre du zinc et notamrent 1: raie dite de,résonnance. L'absorp-
tion de cette raie sera proportionnelle a la concentration en atomes
dge zinc de la flanme, et donc de lu teneur en zinc de la solution
pulvérisée a débit constant.

La loi. de Keer-Lumbert s'applique & cette
absorption comme €N gpectrophotométrie moléculaire.
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Les lectures eifectuées sur gal vanonetre sont
compiarées i ceile Obtenues & 1'zide de solutions étalons contenant
we 0,5 a1 ppmde zinc.
6) Cellulose
a) La méiuode de dosage est celle de Van SOHST
(ADE)
Le principe consiste a purifier le proauit
y analyser avec un detergent, il reste alors :
Lignine + Cellulose + Matiéres Mnérales.
On dissout alors la cellulose par 1'L Soget on filtre. On détermine
alors 1e poids de 1a Lignine + Matiéres mnérales et par différence,
on obtient la cellulose,

[}

b) Les réuctifs
- Le détergent est un nmélange de
Céthyl-trimétnyl aummonium bromide (CTAB) et d' acide sul furique
(HESO4,1N)soit, 200 g de CTAL pour un litre de HESO4:1N >
- Acetone R,P. incolore et'ne laissant pas

1

de résidus & |'évaporation.
c) _Mode (pératoire

Il s'agit dabord de purifier 1'échantillon
a analyser afin dobtenir 1'Ab¥ = Lignine + GCellulose + Mitieres
m néral es + un,peu d'N et éventuellemeyt de | ' am ante.
Le produit de 1'incubation est douc centrifugé & 500 ¢ pendunt 10 a 15
m nutes. Le surnageant est éliminé et le culot repris avec 100 m de
CTAB + H2804. La suspension est portée & 1'ébulition une heure a partir
du début.

Oh filtre ensuite sur creuset de verre
fritté, avec un faible vide, en prenunt aoin de casser les fibres sur
le creuset avec un agitateur en verre. Oh lave avec de |'eau a 90°
et on rince a |'acétone jusqu'a ce que le filtrat ne soit plus coloré,

h seche a |'étude & 1009 huit heures ou
la nuit. On pese ainsi lalignine + Matiéres minérales,par différence
on.obtient la cellulose résiduelle.



E€fet du zinc par la cellulelyse

: heture de . Tere.~ en zinc | Teneur er zirc | Cellulose dEcrade Okeervatione !
T'alirert 2 dys j du milieu en % de 1'incube rservations
10 39,8 § 2,2 (2)
60 39,2 7 1,9 (a)
100 38,2 1 0,3 (a)
| 200 38,6 3 1,0 to(a)
Aliment g 400 35,9 232 L (b)= 72 = pFn s
aptid {om — — =
entier g0 40,7 7 3,0 (2)
| 200 38,0 1 2,8 (a) .
400 33,7 7 3.3 (b) 7 (2)=P¥< 0 05
1000 34,2 1 1,1 (B)s:12) :
3 i
N H AT
Aliment g h spha et 2 |
reconstitué 1X7 ppr 200 20,6 j: a,° (aﬁ ;
400 21,0 2 1,0 (2} |
. + X% - i
1000 17,32 0.7 (b) = (a)= P**c r 1 |
) 10 75,7 = 0,9 (2) !
. 4.2 - 0.0 !
Cellul ose 129 . 188 ‘ }4,9 j 1,0 g:; ;
pure i 200 71,9 2,0 (2) ¥ f
403 71,7 1 1,3 (bYx(a)= P} <0,0¢
1000 62,0 1 3,0 (c)=(a)= P¥ 0,1
NS = non significatif aztbfc {(btc) P"< 0,05
S = significatif
HS = hautement sigrificatif

%8
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. Influence we la teneur en zuia wréeipe sur sa répartition_dans le contenu
du ryier

Nous avons effectue den ractionnerents avec les réaipes 19 et 100 ppm
¢t avons ohserve la répartition suivanie

Aliment Aliment
10 ppm j. 100 ppm
mg/kg de contenu
Jus total frais 3 13,8
de conten
Surnageant g/kqfrms u 0,57 1,28
Jus total % In contenu frais 19 9,3

Au pH du rumen, il semble que le zinc est peu soluble dans le milieu, La
plus qrande partie reste lice aux aliments ou est précitee.

Nos résultats different de ceux rencontres dans la bibliographie.

MARTINEZ (1972) trouve 0 ,16 mg/litre et ZHEREBTSON et al (1970) 0,10 mg/lit
ces auteurs ayant travaillé sur des bovins. KUMARESAN,sur du jus de mouton, trouve
quant & lui 2,4 & 4,6 contre 0,57 et 1,28 dans ngotre cas. On remarquera que
toutes ces valeurs sont comprise: entre b et 20 p.100 du zinc du Jus total:

« 10P.100 pour KUMARLCSAN

- 5,9 p,100 ct 4,9 p.100 pour BREMNER avec des régimes pauvres
ou riches. Les différences semblent tenir aux origines des jus (bovins pour BREMNER
et aux teneurs en matiéres saches de ces jus, Quoi qu'il en soit, il n"y a que peu
de zinc disponible pour I*animal héte. Lc zinc est en grande partie complexe sous
forme de sulfure ou lie aux aliments, uu encore fixe par les microorganismes.

2. Influence du zinc sur le metabolisme des microorganismes "in vitro”

- .

L*étude dela digestion de la cellulose, par la mlcroflore revéle que,
la cellulcse pure est mieux digérée que lorsqu*elle est incorporée dans I"aliment
ou amené en mélange avec les autres ¢lements. La dégradation de la cellulose pure
est supérieure & 50 p .100 gquelle que <oit la tener du milieu en zinc. Elle n"est
que de 30 @ 49 p.100 dans I"aliment entier et n"est plus que de 17 3 23 p.100 dans

Du-pmu-n--ﬁ——n--hw— n-mnu.—...-—..- --”-----—*o-u-- ------------

1'al ivent reconstitue,

Cette étude.a permis d"observer une inhibition partielle de la cellulolyse
par 1"incorporation de zinc dans le milieu d"incubation (voir ’cab]eau?‘f)%-)'

A partir de 400 ppm, soit 0,9 mg p.100 ml, 1 “inhibition est partout observée



Effet du zinc par la cellulelyse

Nature de

i Teneur en zinc

Teneur en zirc

. iz P
Cellulose cé-race

1'alirent du jus du milieu L en * de T‘ircubg E Chservatiors
10 30,8 2 2,2 | (2)
100 weron | (o
200 38,6 ¥ 1.6 | §§§
Aliment 400 35,9 % 3,2 . (b)=(2) = P*c 05
. 12 rom i
entier 10 20,7 3 3,0 |6
2| sEn
i 2’§ 1 (8) ¥
200 33,7 1 3,3 | (b)x (2)=P"Lr,08
1000 34,271,1 p ()= (2)
s [ miE N
Alimert i 10N on’7 ¥ 101 | %:%
reconstitué 199 ppr 200 | 20,61 0.0 L (a)
200 21,0 = 1,0 Po(e)
1000 17,3 £ 0,7 ; (b) = (a)= P* 0,00
) 10 75,7 - 0,9 P (2)
60 78.8 T 0,0 ‘
Cellulose 100 209t 10 to(a)
100 ppm 20§ o (a)
pure 200 71,9 1 2,0 (a) ¥
400 71,7 7 1,2 (b)# (a)= P, <0,0F
1000 62,0 T 3,0 (c) = (a)= PP’ 0,01
NS = non significatif agb e (b#c) P*< 0,05
S = sigrificatif
HS = hauterent significatif

%%
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et devient hautement significative (P < 0,01) 4 1000 ppm soit 2,4 mg p.100 quand
on incube de la cellulose pure.

Nos résultats ne différent pas de ceux rencontrés dans la littérature, En
effet, HUBBERT et al (1958) trouvent que 0,5 mg de Zn p.100 ml inhibe la cellulo-
lyse ; MARTINEZ trouve une inhihition avec 2 @ 3 mg p.100 ml, tandis que WOODS,
cité par MARTINEZ (1970) freine la dégradation avec une dose de 5 mg p.100 ml.

Les différences tiennent a la nature des inoculum : suspension lavée pour
HUBBERT et MARTINEZ ; jus filtré pour VW0ODS et nous.

2.2. JUCUEALION DB COURTE DUREBE
2.2.1." Evolution du pH
Nous avons étudié le pH avec les régimes 10, 100 et 200 ppm. En
apportant du zinc, NOus avons constitué plusieurs milieux
- 10 ppm : aliment sans surcharge
60 ppm : soit 0,1387 mg/100 ml
100 ppm : soit 0,2523 mg/100 mi
200 ppm : soit 0,4797 mg/100 ml

200 ppm ]
sous forme d"acétate : soit 0,497 mg/100 ml

400 ppm : soit 0,99 mg/100 ml
1000 ppm : soit 2,46 mg/100 m]

Au cours des essais 1, 11 et Ill, nous n"avons pas observe un effet de la

dose sur 1'&volutfon du pH, alors que KUMARESAN remarquait qu'avec un régime pauvre
le pH s"abaissait moins rapidement. Cependant entre deux essais, il y a une évolu-
tion due certainement & une modification de la population du rumen, les animaux
étant adaptés a des .régimes variables. En particulier, entre les essais I et Il
le pH qui atteint en moyenne 5,8 & 5 heures dans 1 estde 5,5 & 3 heures dans Il

; 2.2.2. Influence, du zinc par 1'uréolyse et la protéosynthése bactérienne
/ Les différentes doses du zinc n"ont eu un effet ni sur I hydrolyse

de Iurée, ni sur la protéosynthése bactérienne. Nous avons cependant observé un
effet période au cours des trois essais réalisés. L'activité du jus de rumen est
croissante quand on passe du régime 10 a 100 et 200 ppm. A 100 et 200 ppm, il n'y
a pratiquement plus d"urée a 2 heures.

D autre part, avec le régime 200, la confommation d'NH3 est supérieur j
3 heures quelle que soit la surcharge en zinc. L'actiyité du rumen semble varier
en fonction du temps, ceci étant sans doute lié & la variation de la micropopula-
tion ; variation due & I'adaptation des animaux & des régimes différents.

Les expériences ont montré que le zinc méme a dose élevée n"a pas altéré
la capscité de protéosynthése des microbes du rumen. Nos essais n"ont pas permis



35,

age retrouver les résultats de KUMARESAN. Pourtant récemment MAHADEVAN et al (1976)
ont montré un effetgh zinc sur les uréases bactériennesdu rumen. Nous avons alors
pensé que I"absence d"effet du zinc dans nos essais pouvait étre di a la nature
endocellaire de I"uréase et a 1'absence de pénétration du zihc § 1'intérieur de la
bactérie, Nous avons alors repris les essais en les réalisant avec des bactéries
isolées intactes ou broyées.

2.2.3. Influence du zinc sur les uréases bactériennes
a) e¢ffet du broyageies bactéries
Nous avons observe que le broyage des bactéries leur fait '
perdre jusqu'a 50 p.100 de leur activtté. MAHADEVAN (1976) et BRENT(1971) ont
rerarqué quune bréve exposition de l'enzyme méme a 4°C, lui fait perdre toute
activité.

Aussi MAHADEVAN a utilisé un protecteur de I"enzyme le Dithiothréitol (DIT)
et a pu conserver l'activité de l%enzyme 6 & 8 semaines § -20°C. Il semble que le DT
five les liaisons SH., Au moment de ITutilisation, on 1 ilére 1 ‘uréase par une dia-
lyse.

Dans nos essais, la seule précaution consiste a travailler sous froid (frac-
tionnement , broyaige) jusqu'au moment de | ' incubation.

D'autre part, nous avons aussi obscrvé un effet du temps de broyage.Quand on
opcre pendant 5 minutes, on conserve 49 P.100 de ITactivité de 1 ‘urase cependant
qu'un broyage de 10 minutes ne garde plus que 38 p. 100 de cette activité.

b) effet du gine cur oo ourdases
Sur les bactérics non broyées, on a observé un effet inhibi-
teur de 46 p.100 & 1 heure, mais 10 p. 100 seulement & 2 et 3 heures. Cependant,
cette inhibition par une méme dose (18,4 mq p.100 ml) n"est pas toujours retrouvé
avec du jus de rumen des mémes moutons. Ceci nous laisse croire qu'entre deux
expériences, la population du rurmen a pu varier.

Sur les bactéries broyées pendant 5 d 10 mn, I"inhibition des uréases par
le zinc est observée. Avec la méme dose que précédemment (18,4 mg/100 ml), on
observe une inhibition de 62 p.100 a 1 heure et 70 p.100 & 3 heures pour Un broyage
de 5 minutes contre 64 et 63 p. 100 pour un broyage de 10 minutes. .

Nos résultats ne différent pas beaucoup de MAHADEVAN (1976) qui avec 1,3 mg
p.100 ml obtient une inhibition de 93 p.100 et de 100 p.100 avec 13,07 mg p.100 ml.

Les différences observées entre bactéries broyées ou non s"explique si on
admet comme JONES (1964) que les uréases sont endocellulaires et qu'il faut un temps
de latence pour que I'inhibiteur, quel qu"il soit, puisse pénétrer dans la cellule.
Le broyage permet par contre une libération de I%enzyme et une action directe du
zinc.

S



fvolution du pH en fonction ¢ 1a concentration

en zinc
ESSAI 1
] Doses 0 1 2 3 5
1 10 7,00 6,66 6,43 6,19 5,83

60 6,66 6,44 6,19 5,83
100 6,66 6,45 6,18 5,80
200 6,66 6,43 6,19 5,80
200 6,66 6,48 6,22 5,86
(acétate)

ESSAI II

100 " 6,70 6,58 6,51 6,15 5,70
200 6,53 6,48 6,16 5,70
400 6,53 6,50 6,15 5,73
1000 6,55 6,52 6,18 5,73
1000 6,55 6,51 6.20 5,75
(soufre)

ESSAI 1l____ o

100 6,92 | 6,60 | 6,16 | 5,52 ' 5,46
200 6,61 '| 6,13 | 5,54 5,43
400 6,61 6,16 5,55 5,45
1000 6,58 " 6,13 5,55 5,45
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Effet du zinc sur I"uréase

cellules broyées ou non:

inhibition en ¢ témoin sans zinc
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i

Cellules broyées 1

heure Cellules intactes |----==-==qmecmeeenn
v 5 mn ] 10 mn
1 62 64
2 6 57 62
3 5 70 63
E
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£.  CONCLUSION

Nous avons effectué ce travail ¢n utilisant uniquement la méthode d"incuba-
tion in_vitro et I'étude de I"évolution de divers parametres : pH, N-NHq, N-urée,
cellulose. L'intérét de cette méthode est de pouvoir effectuer des bilans plus
exacts, des fermentations puisque les facteurs "absorption™ et "transit™ sont
supprimés. 1l serait intéressant de faire une étude cinétique des mémes paramétres
in vivo, mais le temps qui nous était imparti ne I"a pas permis. Néanmoins, nous
avons essayé de nous rapprocher des conditions in vivo en utilisant du contenu
total de rumen comme inoculum pour I*étude de I°utilisation de I°urée et du jus
filtré pour la cellulolyse. Le substrat est constitue par [I"aliment distribue aux
animaux. POur nos doses de zinc, nous sommes restés dans les limites d"une carence
et d'un exces. Ainsi, il nous a été possible de voir que le zinc joue un rgle
certain dans la cellulolyse. Pour les essais de retarder 1'uréolyse, le zinc ne
semble pas intéressant car nous n*avons obtenu une inhibition qu“en travaillant
sur les extraits de bactéries broyées. Ainsi aec 18,4 mg de zinc p.100 ml de notre
milieu, I"activité de 1'uréase libre est inhibée de 70 p,100, tandis que la cellu-
lolyse est inhibée elle de 28 p.100.

Le travail effectué meriterait d"étre poursuivi iIn vitre et in vivo en

faisant varier les doscs de zinc d'une part et d'autre part en utilisant des sour-
ces d'Cnergie différentes.
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