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Quantification de 'ammoniac dans des échantillons
de contenu de rumen et de fermenteur a l'aide
d'une électrode a diffusion gazeuse

L Broudiscou, Y Papon

INRA-Theix, station de recherche sur la nutrition des herbivores,
63122 Saint-Genés-Champanelle, France

(Regu e 11 octobre 1993; accepté le 17 février 1994)

Résumé — Nous avons évalué I'intérét d'une électrode a diffusion gazeuse pour quantifier lammoniac
présent dans des échantillons de jus de rumen et de fermenteur. Les quantités d'amines volatiles
présentes ont été trop faibles pour pouvoir interférer avec la mesure. L'effet de mémoire n'a signifi-
cativement altéré la mesure qu'aux limites de l'intervalle de concentration considéré. Les valeurs obte-

rimétrique standard (pente = 1,009 ; A = 0,998).

jus de rumen / ammoniaque / électrode & ammoniac

Summary — Quantification of ammonia in rumen and fermentor fluid samples by a gas-sensing
electrode. The use of an electrode for the determination of ammonia in rumen and fermentor fluid
samples has been evaluated. The amount of interfering volatile bases was negligible in our samples.
The memory effect was only significant at the limits of the ammonia concentration range. The results
from the electrode method were linearly correlated with the values from the standard colorimetric
method (slope = 1.009; R = 0.998).

rumen fluid /ammonium / ammonia electrode

INTRODUCTION ammoniac, sous les formes dissoute et d'ion
ammonium NH,*, est une variable indis-
pensable pour décrire le faciés fermentaire

Dans le rumen, lFammoniac produit parles  yans 1o rumen ou dans les fermenteurs

activités uréasique ou de désamination
associée a la protéolyse est en partie incor-
pore dans les protéines microbiennes par
des voies enzymatiques différentes selon
sa concentration dans le milieu. La teneur en

ensemencés par des micro-organismes du
rumen. Cette teneur est en général mesurée
par distillation-titrimétrie (Directive CEE,
1971), par microdiffusion-titrimétrie
(Conway, 1957 ; Directive CEE, 1971) ou
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par colorimétrie (Davies et Taylor, 1965).
Cependant, des électrodes a diffusion
gazeuse ont été utilisées avec succés pour
la quantification de I'ammoniac dans les
extraits de sols et les eaux (Banwart et al,
1972) puis dans les déchets riches en
matiéres organiques (LeDuy et Samson,
1982 ; Sievers et al, 1984) et dans les rejets
de porcherie (Manca et al, 1989). Les avan-
tages de ces méthodes sont leur simplicité
et leur rapidité. Nous avons donc éprouvé
une électrode de ce type avec des conte-
nus de rumen et de fermenteur.

Les buts de ce travail ont été : i) d'adap-
ter un mode opératoire aux caractéristiques
physico-chimiques de nos échantillons ; ii)
d'évaluer 'ampleur des interférences dues
a la présence éventuelle d'amines volatiles ;
iii) d'évaluer I'ampleur de I'effet de mémoire
dans l'intervalle de concentration de nos
échantillons.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons utilisé une électrode & NH; Ingold
(réf 15 230 3000, Ingold France, Paris). Elle com-
prend un module a membrane hydrophobe per-
méable aux gaz dans lequel est placée une élec-
trode combinée de pH (électrode de référence a
Ag/AgCl) immergée dans 1 ml de solution d'élec-
trolyte (Ingold réf 15 230 2000) et branchée a un
millivoltmétre électronique Schott Gerate CG 820
(Hofheim, Allemagne).

Le principe de fonctionnement d'une électrode
a diffusion gazeuse est le suivant : 'augmentation
du pH au-dela de 11,0 par ajout de soude trans-
forme les ions ammonium (NH4+) en NH5 qui dif-
fuse a travers la membrane jusqu'a égalité de
ses pressions partielles de part et d'autre de cette
membrane ; |la dissolution de NH; dans ['électro-
lyte de remplissage modifie le pH de celui-ci, par
I'établissement d'un équilibre entre NH4 et NH,*
; puisque la concentration de NH,* dans I'élec-
trolyte de remplissage peut étre considérée
comme constante, la tension mesurée par I'élec-
trode combinée de pH varie en fonction de la
concentration de NH5 selon une loi nerstienne.

Une cellule de 55 ml (fig 1) a été réalisée pour
respecter les recommandations du constructeur

(Ingold manuel d'instruction) tout en permettant
des mesures en série avec les volumes les plus
faibles possibles, soit 20 ml. Ces recommanda-
tions sont les suivantes : les récipients de mesure
doivent étre fermés ; les solutions d'étalonnage et
les échantillons doivent étre a la méme tempé-
rature ; toutes les mesures doivent étre faites
dans les mémes conditions d'agitation, méme
vitesse, méme barreau aimanté, méme distance
de la sonde au barreau. La cellule que nous
avons utilisée est rendue étanche aux gaz de
|'étape d'alcalinisation de la solution jusqu'a la
mesure. Elle peut recevoir les échantillons, la
solution de NaOH 10 N et les solutions de rin-
cage puis étre entierement vidée sans déplace-
ment de I'électrode. Le risque d'un échauffement
de la cellule au cours des mesures est limité par
I'emploi d'un agitateur magnétique sans moteur
(Variomag, Bioblock, France). Elle est employée
comme suit : 2 ml de la solution a mesurer puis 18
ml d'eau désionisée sont introduits dans la cellule
par aspiration ; le pH est porté a un minimum de
11,9 par l'ajout de 3 gouttes de NaOH 10 N sous
agitation (600 trs/min) ; aprés mesure, la solu-
tion s'écoule par gravité hors de la cellule qui est
rincée au moins 2 fois par 18 ml d'eau désionisée
laissée au contact de la membrane pendant 1
min sous agitation. Tous les produits chimiques
utilisés sont de qualité analytique. Les réactifs
étaient stockés a +4°C.

Temps de réponse et linéarité

Deux solutions de chlorure d'ammonium (NH,Cl)
apportant respectivement 0,1 g/l et 0,5 g/l de NH;
ont été introduites dans la cellule et les poten-
tiels de I'électrode ont été mesurés au bout de
1,2, 3,4,5,10, 15, 20 et 30 min. L'intervalle de
linéarité de la réponse de I'électrode a été déter-
miné a l'aide de 5 gammes d'étalonnage indé-
pendantes de 8 points chacune. Les concentra-
tions de NH; dans la cellule étaient de 0,05, 0,1,
0,5, 1, 10, 100, 500 et 1000 mg/l. Les solutions
d'étalonnage ont été mesurées dans l'ordre crois-
sant des concentrations pour éviter tout effet de
mémoire.

En usage courant, un étalonnage est fait au
moins une fois par jour d'utilisation et avant
chaque lot de mesure, a l'aide de 2 solutions de
NH,ClI contenant 50 et 500 mg/l de NH;. Ces
solutions sont préparées dans la salive artificielle
infusée dans les fermenteurs et dont la compo-
sition est la suivante : NaHCOg, 9,24 g/l ;
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Na,HPO410H,0, 7,12 g/l ; NaCl, 0,47 g/l ; KCI,
0,45 g/l ; MgCl, 4,5 H,0, 0,087 g/ ; CaCl,, 2H,0,
0,072 g/l. Les solutions d'étalonnage ont ainsi
une force ionique proche de celle des échan-
tillons de jus de rumen ou de fermenteur. L'éta-
lonnage est rejeté si la pente s'éloigne de la valeur
de référence 58 mV de plus de 4 mV.

Amines volatiles

La présence d'amines primaires volatiles dans le
jus de rumen a été examinée selon la procédure
dérivée du test de Rimini (Vogels, 1966) par
Manca et al/ (1989). L'éthanolamine a été

SERINGUE
SOUDE 10 N

APPAREIL DE
MESURE

1 DECHETS

Fig 1. Cellule de mesure. A: électrode 2 ammo-
niac ; B: cannule inox 20/10¢; C: rodage 24/20 ;
D : vanne a réglage fin ; E : robinet 3 voies; F :
corps de seringue 20 ml; G : robinet 3 voies ; H :
barreau aimanté ; | : agitateur magnétique.

employée comme étalon. La présence d'amines
secondaires volatiles a été examinée en adap-
tant le test de Simon (Vogels, 1966). L'étalonnage
a été fait a I'aide de solutions de diéthylamine.

Effet de mémoire

La mesure d'une faible concentration d'azote
ammoniacal (N-NHj;) est surestimée lorsqu'elle
est consécutive a la mesure d'une forte concen-
tration : I'électrode «garde en mémoire» |a valeur
précédente. Dans le cas du jus de rumen, il est
inutile de considérer des concentrations de N-
NH; hors de l'intervalle {10, 1000 mg/l}, ce qui
correspond a une concentration dans la cellule
variant de 1 a 100 mg/l N-NH3. Nous avons tout
d'abord étudié la cinétique de l'effet d'une solution
de 100 mg/l N-NHj; dans la cellule sur les lec-
tures consécutives d'une solution de 1 mg/l N-
NHjz : aprés 2 lectures de la solution & 1 mg/l N-
NH3, 1 & 5 lectures de la solution & 100 mg/I
N-NH; ont été suivies de plusieurs lectures de
fa solution a 1 mg/l N-NH, jusqu'a ce que le
potentiel de I'électrode reste constant d'une
mesure a l'autre. Puis nous avons estimé I'am-
plitude de I'effet de mémoire en fonction de la
concentration des solutions mesurées consécu-
tivement : aprés 2 lectures d'une solution diluée
(10 ou 1 mg/l N-NH; dans la cellule), une lecture
unique d'une solution concentrée (100, 50 ou
10 mg/l N-NH5 dans la cellule) a été suivie de
plusieurs lectures de la solution diluée, jusqu'a
ce que la réponse reste constante. Pour chaque
couple de solutions, 3 séquences de mesures
indépendantes ont été faites. Le domaine & explo-
rer a été réduit a l'intervalle [10, 100 mg/l] pour la
solution concentrée et {1, 50 mg/] pour la solution
diluée. Pour tenter d'établir un modéle empirique
polynomial, linéaire par rapport aux coefficients,
capable de prédire I'effet de mémoire, des
mesures complémentaires ont été faites selon
une procédure identique avec les couples de
concentration (100 ; 25) (55 ;25) et (50 ;1), expri-
mées en mg/l N-NH3. Les points expérimentaux
utilisés sont présentés dans le tableau I.

Surchargesde NH,CI
dans du jus de rumen filtré

Dix échantillons contenant des surcharges
variables de NH,Cl ont été préparés par le
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Tableau I. Effet de mémoire, teneurs en azote
ammoniacal de la solution concentrée (SC) et
de la solution diluée (SD) et dérives du
potentiel mesuré sur SD (n = 3).

sC SD Bloc  Dérive du potentiel *
(mg/)  (mg/l) (enmV)
17 mesure 2¢ mesure
101 1,0 0 -83(0,6) -33(0,6)
101 10 0 -2,0(0,00 -1,0(0,0)
50 1,0 0 -56(06) -2,6(0,6)
50 10,0 0 -1,0(0,00 0,0(0,0)
100 25 1 -2,3(0,6) -2,3(0,6)
55 25 1 -13(1,5) -0,7(0,6)
50 1,0 1 -4,0(0,00 -3,0(1,0)

* (écart type, n=3).

melange de 16 ml de jus de rumen filtré et de 4 ml
de salive artificielle contenant de 0 a 1 g/l de N-
NH3. Chaque mélange a été divisé en 4 aliquots
analysés independamment & l'aide de I'électrode
selon la procédure décrite ci-dessus.

Comparaison
avec une méthode colorimétrique

Dix échantillons de jus de rumen filtré provenant
de 10 moutons recevant différentes rations a
base de foin ont été analysés. Leur teneur en
azote ammoniacal (N-NHj) a été simultanément
déterminée a l'aide de I'électrode selon la pro-
cédure décrite précédemment et par une méthode
colorimétrique de référence (Davies et Taylor,
1965) sur un autoanalyseur Technicon (Techni-
con, Bran Lubbe, Les Clayes-sous-bois, France).

Calculs

Les régressions linéaires ont été faites a l'aide
d'une procédure SAS (SAS, Cary, USA, 1979).
La régression multilinéaire nécessaire a la modé-
lisation de l'effet de mémoire a été faite a l'aide du
logiciel NEMROD (Mathieu et Phan-tan-luu
(1982)).

RESULTATS

Temps de réponse et linéarité

Les potentiels mesurés avec les 2 solutions
ont atteint des valeurs stables au bout de
2 min. A une température variant de 24°C &
22,5°C les courbes d'étalonnage ont été
linéaires entre 0,5 & 500 mg/l de NH5 dans
la cellule (fig 2) et la pente a été égale a
—59,12 mV (erreur standard = 0,37 ; R =
1,000).

Force ionique des échantillons

La principale source d'ions dans les échan-
tillons prélevés en incubation in vitro est la
salive artificielle utilisée pour réguler le pH et
dont la composition est proche de celle de la
salive animale. Sa force ionique est égale a
0,405 mol/l et dépasse la limite de 0,2 mol/l
tolérée pour I'électrode. La dilution au
dixieme des échantillons permet de suppri-
mer cet inconvénient, tout en conservant
une excellente linéarité de la réponse dans
l'intervalle de concentration qui nous inté-
resse (50 & 700 mg/l NHj, fig 2). Les don-
nées sur la composition en minéraux du jus
de rumen rassemblées par Durand et Kawa-
shima (1980) montrent que la force ionique
des échantillons prélevés sur animaux est
liée a la nature de la ration mais qu'elle reste
proche de celle de la salive artificielle, entre
0,23 et 0,49 mol/l. Les solutions d'étalon-
nage sont donc préparées dans la salive
artificielle, quelle que soit l'origine de I'échan-
tillon.

Amines volatiles

Les tests de Rimini et de Simon n'ont pas
mis en évidence la présence d'amines pri-
maires et secondaires volatiles dans le jus
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Fig 2. Relation entre teneur en ammoniac dans
la cellule {échelle logarithmique) et potentiel de
I'électrode (échelle linéaire). L'intervalle fléché
indique le domaine des valeurs possibles dans
le rumen ou en fermenteur.

de rumen a des concentrations égales ou
supérieures a 102 mol/l.

Effet de mémoire

Aprés mesure de la solution 100 mg/I N-
NHg, 'ampleur de l'erreur commise sur la
premiére lecture de la solution 1 mg/l N-
NH5 a varié de +0,45 & +0,60 mg/l (fig 3).
Elle a régulierement baissé jusqu'a des
valeurs de +0,10 a +0,27 mg/l a la cin-
quiéme mesure. Au-dela de 2, le nombre
de mesures élevées n'a pas clairement
influencé I'ampleur de la déviation. Le
domaine dans lequel I'effet de mémoire ne
peut étre négligé correspond a la succes-
sion d'une mesure supérieure a 50 mg/l N-
NHj et d'une mesure inférieure a8 10 mg/|
N-NH; (fig 4). L'erreur relative atteint 39%
(écart type : 4,4%) lorsque ['écart entre
concentrations est maximal. Le modéle
empirique que nous avons utilisé est un
modeéle linéaire additif. Les données com-
portaient 6 points répétés 3 fois et 1 point
répéeté 6 fois, le couple de concentrations
(50,1) étant présent dans les 2 lots de
mesure (tableau ). Il est apparu un effet de

bloc entre les lots qui a été inclus dans le
modele comme troisiéme facteur. La mau-
vaise répétabilité des mesures et la pré-
sence de réponses nulles en certains points
du domaine exploré auraient nécessité,
d'une part, de rechercher la cause de cette
variabilité ou de répéter un grand nombre
de fois les mesures et, d'autre part, de chan-
ger les bornes du domaine a explorer, tout
en choisissant des points expérimentaux
permettant de calculer les paramétres
d'éventuels termes quadratiques. Le carac-
tére marginal de I'effet de mémoire dans
nos conditions expérimentales n'a pas jus-
tifié ce supplément d'étude. L'équation du
modele calculé pour décrire la dérive a la
premiere mesure Y est: Y =-3,16 —1,07 x
SC + 2,66 x SD — 0,57 x Bloc, avec SC et
SD teneurs en N-NH3 (mgl) dans la solu-
tion concentrée et la solution diluée et Bloc
égal a 0 pour le premier lot et a 1 pour le
deuxieme lot (coefficient de corrélation mul-
tiple = 0,59; ddl = 17).

Surcharges de NH,CI
dans du jus de rumen filtré

Les coefficients de variation des concen-
trations mesurées ont été compris entre 2,5
et 5,8% (tableau I). Les taux de récupération
ont varié de 91 a 96%, a 'exception de la
surcharge la plus faible, 25 mg/l N-NH;
retrouvée seulement a 73%. Ces résultats
peuvent étre résumés par la fonction de
régression linéaire de Y, la surcharge mesu-
rée, en X, la surcharge théorique, Y = 0,962
X-1,9(R=0,992; n=8), avec des erreurs
standard de la pente et de 'ordonnée a 'ori-
gine respectivement égales 4 0,014 et 1,6.

Comparaison avec une méthode
colorimétrique

Les 10 concentrations mesurées par colo-
rimétrie ont été comprises entre 183 et 447
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Effet mémoire (mg/A N-NH3)

Numéro de passage {solution 1 mg/)

Fig 3. Effet de mémoire, influence du nombre de
passages (X) d'une solution & 100 mg/l N-NH5
sur les mesures consécutives d'une solution a 1
mg/l N-NH; (concentrations dans la cellule).

mg/l N-NH5. Les valeurs Y obtenues par la
méthode de I'électrode a diffusion gazeuse
leur sont reliées par la fonction de régression
finéaire : Y =1,009 X-5,2 (R=0,998, n=
10). La pente et I'ordonnée a l'origine ne
sont pas significativement différentes res-
pectivement de 1 (erreur standard de la
pente : 0,024) et de O (erreur standard de
l'ordonnée : 8,7).

N
o

W
=3

n
=3

o

Effet mémoire (p.100 valeur exacte)

10
Concentration de N-NH3 (mg/)

Fig 4. Effet de mémoire, influence des teneurs
en N-NH3 dans la cellule de 2 mesures consé-
cutives (mg/l, premiére mesure : axe Y, deuxiéme
mesure : axe X) sur l'erreur relative commise sur
la deuxiéme mesure.

DISCUSSION

Le fonctionnement de la cellule de mesure
a été satisfaisant. Son étanchéité et I'ab-
sence de variation significative de la tem-
pérature sont prouvées par la stabilisation
du potentiel en 2 min. La linéarité de la
réponse sur un large intervalle de concen-
trations est en accord avec la bibliographie

Tableau Il. Taux de récupération de 8 surcharges de chlorure d'ammonium dans du jus de rumen

mesurés a l'aide de I'électrode (N = 4).

Surcharge Concentration Récupération
(mg/l N-NH3) (mg/l N-NH3+ ET) (%+ ET)

0 151,7+5,0

0 153,3+79

25 170,8+7,3 73,1211
55 204,0£ 10,2 93,7 £ 8,1
85 2343+ 13,7 96,2+ 9,6
100 243,5+8,3 91,0+23
100 2459+8,2 93,4+3,9
155 299,81+ 16,3 951+6,5
180 324,4+17,7 955+£6,4
200 3440+ 13,4 95,8+ 3,9
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(LeDuy et Samson, 1982; Manca et al,
1989) et constitue un des avantages de ce
type d'électrode. La pente que nous avons
mesurée est trés proche de la valeur théo-
rique de =59,16 mV a +25°C pour un cation
monovalent. Avec la procédure que nous
avons choisie, l'intervalle couvert par les
concentrations de NH4 possibles dans le
rumen est nettement & l'intérieur du domaine
de linéarité de I'électrode. La mesure dure
environ 10 min, ringages compris. Lorsque
le flux d'échantilions doit étre plus rapide,
il est possible de mesurer le potentiel avant
I'état d'équilibre en modélisant le compor-
tement cinétique de I'électrode (Pardue et
McNulty, 1988). Lorsque la mesure est faite
en continu sur quelques centaines de micro-
litres, un dispositif 2 semi-conducteur est
préconisé par Horsten et a/ (1988).

Les substances qui interférent avec la
mesure sont peu nombreuses. Les anions
ou les cations autres que les amines vola-
tiles n'interferent pas car ils ne peuvent tra-
verser la membrane hydrophobe (Banwart
et al, 1972). Le dioxyde de carbone et le
sulfure d'hydrogene, gaz dissous de carac-
tere acide, n'interférent qu'a un pH inférieur
a 12. Parmi les 35 substances testées par
Banwart et al (1972) et comprenant des
hexosamines, des bases puriques et pyri-
midiques, des acides aminés et des amides,
seules la méthylamine et I'éthylamine ont
perturbé la mesure. La perturbation aug-
mente plus en fonction de la basicité de
l'amine aliphatique que de sa volatilité (Viejo
et Vallon, 1989). Les tests de Rimini et de
Simon, fondés sur I'apparition d'une colo-
ration sur un filtre imbibé de réactif, ont une
faible précision et une faible sensibilité.
Cependant, I'absence d'interférence signi-
ficative par la présence d'amines volatiles
est confirmée par 'excellente corrélation
linéaire entre mesures colorimétriques et
potentiométriques, avec une pente égale a
1,01. En effet, I'analyse de jus de rumen
avec des surcharges d'amines nous a mon-
tré que la méthode colorimétrique est beau-

coup moins sensible a leur présence. Pour
les échantillons qui présenteraient une
concentration en amines volatiles trop impor-
tante, des méthodes plus sélectives ont été
développées en changeant la nature chi-
mique de la membrane (Kitade et al, 1989)
ou méme en la remplagant par une couche
de bactéries nitrifiantes immobilisées dont
on mesure l'activité respiratoire a l'aide d'une
électrode a oxygéne (Hikuma et al, 1980).

L'effet de memoire représente une géne
lorsque 2 échantillons de concentrations de
N-NH; respectivement supérieure a 500
mg/l et inférieure & 100 mg/l se suivent.
Cette éventualité est rare et souvent prévi-
sible. En conséquence, notre tentative pour
modéliser correctement ce biais n'a pas été
poursuivie parce que l'intérét pratique de
cette modélisation ne justifiait pas la réso-
lution des questions de méthode auxquelles
nous avons été confrontés. Ces questions
ont été : i) la nécessité d'une précision de
0,1 mV dans les mesures de potentiel ; ii)
I'apparition d'un effet de bloc entre les 2
séries de mesures, dont il faudrait recher-
cher la cause ; iii) la forme triangulaire du
domaine d'intérét, en dehors duquel la
réponse est nulle et n'a donc pas de com-
posante aléatoire. En pratique, I'apparition
d'un effet de mémoire oblige & changer
I'électrolyte de remplissage de la cellule et
a réétalonner I'électrode. Nous avons atté-
nué la dérive de 40% en ringant I'électrode
4 fois pendant 30 sec avec de I'eau désio-
nisée amenée a pH 3 par ajout d'HCI.
Cependant, si ce biais est trop fréquent, il
est nécessaire de modifier le module a
membrane pour permettre un remplace-
ment de I'électrolyte en continu (Guilbaut
et al, 1985).

La reproductibilité de la mesure et les
taux de récupération ont été semblables a
ceux que rapportent Manca ef af (1989). Le
coefficient de variation de la mesure est en
moyenne de 4,5% et il est nettement indé-
pendant de la concentration. Il n'est apparu
aucun biais systématique entre les mesures
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obtenues par colorimétrie et celles obte-
nues a l'aide de 'électrode. La différence
relative entre les valeurs d'un méme échan-
tillon a varié de —4,8 a 2,5% avec une
moyenne de —1,1%. La corrélation linéaire
entre les 2 lots est excellente.

En conclusion, la mesure de la concen-
tration d'ammoniac dans le jus de rumen
filtré et le contenu de fermenteur par une
électrode a diffusion gazeuse selon la pro-
cédure que nous avons choisie est précise,
rapide et peu colteuse.
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