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Résumé

La quantité de protéines d’origine alimentaire arrivant dans l’intestin grêle du ruminant
dépend de la teneur en matières azotées (M.A.T.) des aliments et de la dégradabilité des matières
azotées dans le rumen. Celle-ci est estimée à partir de la cinétique de dégradation in sacco dans le
rumen (DT) en admettant un taux de sortie des particules de 0,06 h-1. Des méthodes de
laboratoire plus faciles à mettre en aeuvre et moins coûteuses peuvent être utilisées pour apprécier
la dégradabilité dans le rumen de l’azote des aliments.

La méthode proposée consiste en une protéolyse aux temps 1 h et 24 h par une protéase
d’origine bactérienne dans un tampon borate-phosphate à pH 8. La concentration retenue en

enzyme (Sigma type XIV) a été de 1 mg/50 ml de tampon pour une quantité fixe de substrat
plutôt qu’avec un substrat iso-azoté. L’influence du pH, de la nature de la solution tampon, d’un
pré-traitement a également été testée. La prévision de la DT avec cette enzyme est plus précise
qu’avec les autres enzymes testées : « protéase Merck » et « ficine ».

Appliquée à 12 aliments, cette méthode de laboratoire permet de prévoir la DT avec une
précision meilleure que la solubilité dans un tampon phosphate à pH 6,9 (habituellement utilisée)
(Sr = 7,0 contre 12,3 avec la méthode de solubilité).

Mots clés : Aliments concentrés, ruminant, dégradabilité théorique, matières azotées, méthode
enzymatique.

I. Introduction

Le système PDI, comme la plupart des systèmes d’évaluation récents de la valeur
azotée des aliments, nécessite de connaître la proportion d’azote alimentaire dégradé
dans le rumen. La détermination précise de la dégradation in vivo des protéines dans le
rumen est délicate à quantifier, en raison de la difficulté à distinguer dans l’azote
arrivant au duodénum l’azote alimentaire de celui des microbes et de l’azote endogène.
Des méthodes plus simples d’estimation de la dégradation des protéines ont été

développées ; on peut les classer en trois catégories :
- les méthodes chimiques faisant intervenir la solubilité de l’azote,



- les méthodes utilisant les micro-organismes du rumen (méthodes de dégradabi-
lité « in sacco » et « in vitro »),
- les méthodes enzymatiques.

La plupart des techniques utilisées pour estimer la dégradation des protéines dans
le rumen sont basées sur la solubilité dans des solvants qui varient par leur nature, leur
pH, la température du milieu, la durée d’extraction (HENDERICxx et MARTIN, 1963 ;
WOHLT, SNIFFEN et HOOVER, 1973 ; CROOKER Bl lli., 1978 ; WALDO et GOERING, 1979 ;
KRISHNAMOORTHY et Cli., 1982). Ces méthodes, bien que faciles à mettre en oeuvre,

rapides et peu coûteuses, posent des problèmes pour certains aliments (tourteaux,
céréales...), le classement des aliments par la solubilité étant parfois différent de celui
obtenu pour la dégradation in vivo ou in sacco. Les mesures utilisant du jus de rumen,
« méthode in sacco » (MEHREZ et ORSKOV, 1977), « fermentescibilité » in vitro (VERITE
et DEMARQUILLY, 1978 ; RAAB et al., 1983) donnent probablement une image plus
exacte de la dégradation dans le rumen, mais ne peuvent être appliquées dans les

laboratoires de série, car elles nécessitent la présence d’animaux fistulisés du rumen.

L’emploi de préparations enzymatiques pourrait pallier cet inconvénient, mais peu de
méthodes sont proposées actuellement (WILLIAMS, 1986). KRISHNAMOORTHY (1982),
GENEST (1982) utilisent une protéase bactérienne. Poos-FLOYD, KLOPFENSTEIN et BRIT-

TON (1985) obtiennent une bonne prévision avec une protéase d’origine végétale.
L’objectif de ce travail est de proposer une méthode de laboratoire simple, précise et
applicable à tous les aliments et bien corrélée avec la méthode in sacco qui est

actuellement utilisée comme base de calcul du système PDI en France (VERITE et al.,
1987).

II. Matériel et méthodes

A. Choix des préparations enzymatiques et tests effectués

De nombreuses préparations enzymatiques sont disponibles sur le marché. Seules
celles ayant déjà permis des résultats satisfaisants dans la bibliographie ont été testées.
Trois enzymes commerciales protéolytiques ont été utilisées : 2 protéases bactériennes
(Streptomyces griseus, type XIV, Sigma, pronase E. Merck), une protéase végétale
(extraite de la ficine).

Pour les comparer, nous avons testé leur activité protéolytique sur du caséinate de
sodium (Sigma C 8654) selon le protocole suivant : à 5 ml d’une suspension de caséi-
nate de sodium à 2 p. 100 dans du tampon borate phosphate pH 8 (12,2 g de

Na,po4H20 ; 8,91 g de Na2B407 lOHzO/litre), maintenu dans un bain-marie à 40 °C, on
ajoute 0,5 ml de solution de protéase par tube. La concentration en protéase est de
0,1 mg/ml pour l’enzyme Sigma et Merck et 1 mg/ml pour la ficine. La réaction est
arrêtée au bout de 10 mn en ajoutant 5 ml d’acide trichloracétique à 2 p. 100 afin de
précipiter les protéines. Au bout de 30 mn (à 4 °C le contenu des tubes est filtré sur
filtre plissé et la densité optique du filtrat est mesurée à 280 nm ; les résultats sont

exprimés en équivalent tyrosine. Le nombre d’unité/mg ou activité est le nombre

d’équivalents tyrosine (>moles) libérés par minute dans les conditions du test. L’activité
était respectivement de 2,66 UI/mg pour l’enzyme Sigma, de 3,07 UI/mg pour
l’enzyme Merck et de 0,109 UI/mg pour la ficine.



De plus, pour l’enzyme Sigma, nous avons testé :
1. l’influence de la concentration en enzyme : rapport enzyme/substrat,
2. l’influence de la solution tampon (pH, nature),
3. l’influence d’un pré-traitement cellulase-amyloglucosidase.

Dans la partie mise au point de la méthode, les résultats de dégradation enzymati-
que au temps 24 h sont comparés à la proportion d’azote dégradé in sacco, au temps
24 h.

B. Caractéristiques des matières premières

12 matières premières différentes ont été retenues pour les tests de dégradation.
Les matières premières choisies étaient représentatives des familles végétales et des

principaux « types » d’ingrédients utilisés en alimentation animale : des céréales (orge,



maïs, avoine) et leur sous-produit (son de blé), des tourteaux (soja, tournesol, colza,
colza tanné), des graines de légumineuses (soja, lupin, féverole) et de la luzerne

déshydratée. Leur composition chimique, ainsi que leur valeur de dégradabilité théori-
que (DT) in sacco étaient très variables (tabl. 1).

C. Dégradabilité in sacco

La dégradabilité théorique (DT) de l’azote a été calculée à partir de mesures de
dégradation in sacco effectuées sur des vaches après des temps d’incubation de 2 h, 4 h,
8 h, 16 h, 24 h, 48 h en tenant compte d’un taux de renouvellement des particules dans
le réticulo-rumen de 0,06 17 ! (MICHALFT-DoRFAU, VERITE et CHAPOUTOT, 1987).

D. Modélisation des résultats

La méthode enzymatique a été appliquée en cinétique aux temps (0 mn, 5 mn, 1 h,
3 h, 5 h, 7 h, 24 h, 48 h) sur les 12 aliments décrits. Afin de comparer la dégradabilité
enzymatique de l’azote des aliments avec la dégradabilité théorique (DT) in sacco nous
avons utilisé le modèle mathématique qui est celui d’ORSKOV et de McDoNALD (1979)
sur l’ensemble de la période étudiée, soit 48 h.

Une fraction (a) de l’aliment est immédiatement soluble, tandis qu’une fraction (b)
est potentiellement dégradable selon une cinétique du le’ ordre avec un taux horaire de

dégradation (c). La quantité d’azote résiduelle est donc : Y = (100 - a - b) + be(-&dquo;1.

Comme pour la DT, pour calculer la dégradabilité enzymatique (DE) à partir des
cinétiques d’hydrolyse des matières azotées par une enzyme, il faut également tenir

compte du taux de sortie des particules du réticulo-rumen k fixé comme pour la
a+bc

méthode in sacco à 0.06 h-l. On a donc DE =
c + k

L’utilisation de 8 points de cinétique étant une mesure trop onéreuse pour les
laboratoires de série, dans le but d’une application pratique pour ces laboratoires, les

points de cinétique doivent être réduits et ceux retenus l’ont été après une analyse en
régression descendante.

Technique de solubilité

La méthode de solubilité utilisée est la solubilité dans un tampon phosphate
pH 6,9 (solubilité Durand, citée par VERITE et DEntARQUILLV, 1978). La dégradation
enzymatique a été comparée à cette méthode.



III. Résultats

A. Mise au point de la méthode

1. Concentration en enzyme

a) avec une quantité fixe de substrat (500 mg de M.S.)
4 concentrations en protéase (Sigma type XIV) ont été testées sur les 12 matières

premières décrites dans le tableau 1 : 0 - 0,5 - 1 et 2 mg enzyme/500 mg d’échantillon.
Les résultats obtenus présentés dans la fig. 1 mettent en évidence l’influence très nette



de l’accroissement de la concentration en enzyme sur le niveau de dégradation de
l’azote des aliments, mais les réponses diffèrent nettement d’une matière première à
l’autre ; si le « plateau » de la réponse est approximativement atteint pour la concentra-
tion de 0,5 mg/50 mi de tampon, pour l’avoine et les graines oléo-protéagineuses (soja,
lupin, féverole) il n’en est pas de même pour d’autres matières premières : ainsi pour
les tourteaux de soja, colza, colza tanné, le « plateau » n’est pas encore atteint à la

concentration de 2 mg/50 ml. En conséquence, le classement des aliments varie selon la
concentration en enzyme.

Cependant, les pourcentages d’azote dégradé à 24 heures sont mieux corrélés avec
ceux dégradés in sacco au temps 24 h pour une concentration en enzyme de 1 mg/50 ml
de tampon (r = 0,97 ; Sr = 4,1 contre r = 0,93 ; Sr = 6,4 pour 2 mg/50 ml).

Dans la suite des essais, nous avons donc retenu la concentration en protéase
Sigma type XIV de 1 mg/50 ml, soit 2,66 U. A cette concentration, le classement des

aliments est le même que celui de l’in sacco à 24 h, sauf pour la luzerne déshydratée et
le tourteau de colza.

enzyme . , .,

b) avec un rapport enzyme constant (substrat isoazoté)
substrat

L’enzyme à la concentration retenue (1 mg/50 ml) a été testée sur les 12 matières
premières avec un rapport enzyme/substrat constant c’est-à-dire avec une concentration
en substrat fixe de 20 mg N (POOS-FLOYD, KLOPFENSTEIN et BRITTON, 1985).

Les pourcentages d’azote dégradé ont eu tendance à diminuer de façon variable
pour les céréales (23,3 points pour l’orge ; 3,4 points pour le maïs ; 7,1 points pour
l’avoine) et n’ont pratiquement pas varié pour les graines oléo-protéagineuses et les
tourteaux. La liaison entre l’azote dégradé in sacco 24 h et la dégradation enzymatique
au temps 24 h est fortement diminuée (Sr = 8,0 contre 4,0) (tableau 2), et nous avons
donc, par la suite, travaillé avec une teneur en substrat fixe de 500 mg de M.S.



2. Influence du pH

Nous avons testé l’influence du pH du tampon borate-phosphate : pH 8 (pH
optimum d’activité de l’enzyme) et pH 6,3 qui correspond au pH moyen du rumen dans
le cas d’une alimentation comprenant 70 % de foin et 30 % d’aliment concentré choisie
pour les mesures in sacco. On observe, de façon générale, une diminution du pourcen-
tage d’azote dégradé à pH 6,3 pour les 12 aliments considérés. Cette diminution est en
moyenne de 9,5 points, mais elle est très variable selon les matières premières considé-
rées puisqu’elle peut varier de 1,6 pour le lupin à &mdash; 11 points pour le tourteau de soja.
Par ailleurs, la liaison avec les valeurs in sacco est diminuée (Sr = 8,9 à pH 6,3 contre
4,1 à pH 8).

3. Influence de la solution tampon

Deux solutions tampons ont été testées : un tampon borate-phosphate pH 8
(KRISHNAMOORTHY et al., 1983) et un tampon phosphate pH 8 (GENEST, 1982) sur les 12
matières premières avec l’enzyme Sigma type XIV. La liaison avec les valeurs in sacco
est meilleure avec le tampon borate-phosphate pH 8 (Sr = 4,1) contre 6,8 avec le

tampon phosphate pH 8.

4. Influence d’un pré-traitement

Nous avons testé l’influence d’un pré-traitement cellulase-amyloglucosidase sur des
matières premières riches en amidon ou en fibres. Ces enzymes (cellulase, amylogluco-
sidase) ayant des pH optimum d’activité à 4,6, donc très différents de celui de la

protéase, deux hydrolyses séparées ont été effectuées. Les matières premières choisies
pour ce test étaient riches en constituants pariétaux (drèches de brasserie, pulpe de
betterave, foin de luzerne), riches en amidon (maïs et orge) ou avec une teneur élevée
en azote (tourteaux). Les pourcentages d’azote dégradé au temps 24 h figurent dans le
tableau 3. Pour les aliments à teneur en constituants pariétaux élevée (drèches de
brasserie) le pré-traitement augmente peu le pourcentage d’azote dégradé ; par contre,
il est fortement augmenté dans le cas du tourteau de colza tanné, du maïs, du tourteau
de soja et les pourcentages d’azote dégradé de ces deux derniers aliments semblent trop
élevés par comparaison aux valeurs obtenues in sacco.

5. Comparaison entre plusieurs types de préparations enzymatiques

Nous avons comparé deux préparations enzymatiques d’origine bactérienne extrai-
tes de Streptomyces griseus (protéase type XIV Sigma et une protéase Merck) ainsi

qu’une préparation enzymatique d’origine végétale (la ficine). Ces enzymes ont été

testées à la même activité de 2,66 U (tableau 4) sur les 12 matières premières utilisées
précédemment. Les résultats de la fig. 2 indiquent que la dégradation au temps 24 h
est pratiquement identique avec l’une ou l’autre des protéases d’origine bactérienne.
Avec la « ficine », le classement des aliments est inchangé ; toutefois, la dégradation est
en moyenne diminuée de 5 points, avec des écarts allant de - 17,2 pour le tourteau
de tournesol à + 12,7 points pour le maïs.

La liaison entre le pourcentage d’N dégradé in sacco au temps 24 h et le pourcentage
d’azote dégradé par la méthode enzymatique au temps 24 h est plus étroite avec la





protéase Sigma qu’avec les autres enzymes testées (r = 0,97 ; Sr = 4,1 contre r = 0,94 ;
Sr = 6,1 avec la protéase « Merck » et r = 0,92 ; Sr = 7,0 avec la ficine).

6. Méthode retenue

La méthode retenue pour réaliser des comparaisons ultérieures avec les mesures in
sacco ou d’autres méthodes de prédiction de la valeur azotée est décrite dans le
tableau 5.

La répétabilité intra-série (r) et la reproductibilité inter-série (e) de la méthode

proposée ont été calculées à partir des déterminations en double sur la luzerne

déshydratée témoin : les valeurs sont en moyenne respectivement de 0,005 et 0,03.





B. Comparaison entre la D. T.
et la dégradation enzymatique ou la solubilité Durand

1. Etude en cinétique

La méthode retenue a été appliquée aux temps 0 mn, 5 mn, 1 h, 3 h, 5 h, 7 h,
24 h et 48 h aux 12 aliments décrits. Les courbes de dégradation entre 0 et 48 h (fig. 3)
et les résultats du tableau 6 mettent en évidence des différences de dégradation entre
les groupes de matières premières et parfois à l’intérieur d’un même groupe tant au
niveau de la fraction dégradable (immédiatement soluble et dégradée par les enzymes)
que du taux horaire de dégradation.

L’azote des céréales est dégradé différemment suivant la matière première considé-
rée : le maïs est beaucoup moins dégradé que les autres céréales (avoine et orge). La
fraction a (azote immédiatement soluble) est très importante pour les graines protéagi-
neuses ou oléoprotéagineuses (féverole, lupin, soja).

Au temps 48 h, en moyenne 75 p. 100 de l’azote des tourteaux est dégradé. La
fraction immédiatement soluble (a) est très variable (10 p. 100 de l’azote total pour le



tourteau de soja et 35 à 40 p. 100 pour les autres tourteaux) tandis que la fraction

potentiellement dégradable disparaît à un taux horaire variant de 0,29 h-1 pour le
tourteau de colza à 0,99 h ’ pour le tourteau de tournesol. Le tourteau de colza tanné
a une dégradation faible (d’environ 25 p. 100), la fraction a est très diminuée par
rapport à celle du tourteau de colza non traité (a = 6,2 p. 100 contre 34,9 p. 100).

2. Liaison entre la D. T. et la dégradabilité enzymatique ou la solubilité (Durand) pour
les 12 aliments

Lorsque les 8 points de cinétique de la méthode enzymatique sont modélisés selon
le modèle mathématique décrit par ORSKOV et McDoNALD (1979), la dégradabilité
enzymatique (DE) est corrélée à la DT par l’équation suivante :

Pour les 12 aliments étudiés, la DE est inférieure à la DT de 15 points (la pente
de l’équation n’est pas significativement différente de 1). Certains aliments s’écartent
notablement de la droite de régression : l’avoine, le tourteau de colza ne sont pas assez

dégradés par les enzymes, alors que le tourteau de soja l’est trop.

Dans le but d’une utilisation pratique de la méthode pour les laboratoires de série,
par une analyse en régression descendante, on n’a pu retenir que deux points de

cinétique, la dégradation enzymatique (Denz en p. 100 de l’azote total) aux temps 1 h

et 24 h qui sont liées à la D.T. par l’équation suivante :

La hiérarchie des 12 aliments est globalement la même que lorsque l’on prend en
compte tous les points de la cinétique.

Avec la solubilité Durand, l’écart-type de la régression est beaucoup plus élevé
(Sr = 12,25 ; r = 0,80).



IV. Discussion

La précision de la prévision de la dégradabilité de l’azote est meilleure avec la

protéase Sigma, extraite de Streptomyces griseus, qu’avec les 2 autres enzymes testées.
Cette enzyme, bien que différente des protéases du rumen (MAHADEVAN et al., 1987 ;
LAYCOCK, HAZLEWOOD et MILLER, 1985) a été retenue dans les essais de méthodes in

vitro par de nombreux auteurs (PICHARD et VAN SOEST, 1977 ; KRISHNAMOORTHY, 1982 ;
NOCEK, HERBEIN et POLAN, 1983 ; CHEN et al., 1987). En revanche Poos-FLOYD,
KLOPFENSTEIN et BRITTON (1985) ont trouvé une meilleure prévision avec la ficine

(extraite du latex), ce qui est en contradiction avec leurs conclusions de 1980, mais leur
dernière étude ne porte que sur quatre aliments. Comme l’ont souligné SIDDONS et al.

(1985), la proportion d’azote dégradée par les enzymes protéolytiques pour une durée



d’incubation donnée est très dépendante de la nature de l’enzyme et de la nature du
substrat. Il est donc nécessaire, pour prévoir au laboratoire la dégradabilité de l’azote
des aliments, d’utiliser des enzymes peu spécifiques avec des spectres d’activité le plus
large possible. La concentration en enzyme retenue de 1 mg/500 mg d’échantillon, soit
2,6 U est peu différente de celle utilisée par KRISHNAMOORTHY et al. (1983) (3,3 U). A
cette faible concentration, une étude en cinétique est possible et permet une meilleure
prévision de la dégradabilité de l’aliment. Cette étude en cinétique a d’ailleurs été
utilisée par d’autres auteurs (KRISHNAMOORTHY 1982 ; Poos FLOYD, KLOPFENSTEIN et

BRITTON, 1985 ; SIDDONS et al., 1985).

La dégradabilité de l’azote d’un aliment dépend des formes de protéines de réserve
de l’aliment (WALLACE, BRODERICK et BRAMMALL, 1987) et de la localisation des

protéines à l’intérieur des parois cellulaires (TAMMINGA, 1983). Pour des matières

premières riches en constituants pariétaux (drèches de brasserie, pulpe, foin de luzerne)
ou riches en amidon (maïs) un pré-traitement cellulase plus amyloglucosidase n’a

cependant pas apporté l’amélioration souhaitée puisque la dégradabilité a peu varié sauf
pour le maïs où on observe une dégradation trop élevée par rapport aux valeurs in

sacco habituellement trouvées (ORSKOV, FRASER et McDoNALD, 1972).

En prenant en compte l’ensemble de la cinétique (8 points) ou seulement 2 points,
la liaison ne varie pas, ce qui montre que l’on peut prévoir la DT par un point (temps
1 h) qui représente pratiquement l’azote immédiatement soluble et un point plus
éloigné (temps 24 h) qui représente l’azote non soluble mais dégradable par les

enzymes.

Si on ne prend en compte que 2 points de cinétique, la liaison entre la dégradabi-
lité in sacco et la dégradation enzymatique est de r = 0,95 ; Sr = 7,03 pour 12 ali-
ments. Cette liaison pas très étroite (CV = 9,8 p. cent) résulte peut-être en partie du
fait que les enzymes utilisées ne sont pas des enzymes du rumen, quoique MADSEN et

HVELPLUND (1985) aient obtenu également une faible corrélation avec la D.T. en

utilisant du jus de rumen. Mais elle résulte peut-être aussi des imperfections de la
mesure in sacco elle-même : une fraction de l’azote disparaissant des sachets résulte de
pertes de particules qui peuvent être importants pour certaines matières premières telle
que l’avoine (B. MICHALET-DOREAU, communication personnelle). De plus l’azote non

dégradé restant dans les sachets correspond non seulement à l’azote non dégradé de
l’aliment, mais aussi à l’azote des microbes fixés sur les particules restant dans les
sachets. On pourra, de toute façon, tenir compte du fait que certains aliments
s’écartent notablement de la droite de régression, en proposant dans l’avenir pour ces
aliments un à sur l’ordonnée à l’origine si ces écarts se répètent et se confirment quand
nous disposerons de plus de résultats.

Quoiqu’il en soit, l’utilisation d’enzymes présente l’avantage d’éviter l’entretien
d’animaux porteurs de fistules ; la prise en compte de seulement 2 points de cinétique
permet une simplification considérable de la méthode et son utilisation par les labora-

toires de série. De plus, cette méthode permet une précision meilleure par rapport à la
solubilité (Sr = 7,0 contre 12,3). L’étude de la dégradation enzymatique par cette

technique est actuellement en cours sur d’autres aliments (aliments simples, aliments

composés).

Reçu en septembre 1988.

Accepté en janvier 1989.



Summary

Prediction of feeds nitrogen degradability in the rumen by means
of an enzymatic procedure

The extent to which dietary proteins are absorbed in the small intestine of ruminants is

dependent upon the amount and the rumen degradability of crude protein in the feed. The

degradability of feeds nitrogen is calculated from kinetics of in sacco degradation, taking into
account the rate of particle exit from the rumen as 0.06/hour. However, there are potentials for
laboratory methods which are cheaper and more easily carried out.

We propose a method based on nitrogen hydrolysis over 1 and 24 h with a bacterial protease
in a borate-phosphate buffer maintained at pH 8. The enzymatic concentration (of Sigma
type XIV), which was finally retained, was of 1 mg/50 ml of buffer added to a fixed quantity of
substrate rather than to an iso-nitrogenous substrate.

The effects of pH, the type of buffer used and of a pre-treatment were investigated. The
prediction of theoretical degradability (DT) was more accurate when the Sigma type XIV enzyme
was used as compared to the other enzymes which were tested : « protease Merck » and « Ficine »
(table 2).

This laboratory method (table 5), applied on 12 different feeds, enabled the prediction of DT
to be made with more accuracy than when the usual method was used (i.e. solubility in a

phosphate buffer at pH 6.9).

Key words : Feeds, ruminant, theoretical degradability, nitrogen, enzymatic method.
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