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Abstract-For ruminants, the effect of supplementation with exogenous fibrolytic enzymes on
digestibility of by-products, like straws, remains poorly studied. Then the in vitro gas production
technique was used to evaluate the effect of a combination of different chemical pretreatments and
exogenous fibrolytic enzymes (EFE) on fermentative characteristics and digestibility of oat straw. To
enhance its protein content, this straw was submitted to three different types of chemical
pretreatments. These were carried out successively with NH3, urea and sodium hydroxide.

For supplementation, an enzymatic complex consisting of a mixture of cellulase and xylanase (1:1,
v/v) was used in a dose of 0.6 mg/ g DM. The analyzing of a factorial design (4 x 2) showed that most
combinations between chemical pretreatments and EFE have no significant effect on the parameters of
the gas production kinetics. However, only the pre-treatment combined the sodium hydroxide with
EFE improves significantly the maximum rate of fermentation. This passes from 1.54 to 3.21ml / h
respectively for the control straw and treated straw with sodium hydroxide and EFE. On the other
hand, pretreatment with NH3 and urea or not combined with EFE improve the digestibility of the
organic matter and the energy value of the straw studied. However, these two pre-treatments,
combined or not with EFE, have the same effect. Therefore, it can be confirmed that the effect of
chemical pretreatment dominates that EFE supplementation. So, we can conclude that the
supplementation with EFE combined with NHz or urea pre-treatment improves the maximum rate of
fermentation and the digestibility of the studied oat straw.

Keywords:cellulase, chemical pretreatment, gas production, xylanase

Résumé - Chez les ruminants, I’effet de la supplémentation en enzymes fibrolytiques exogénes sur
I’utilisation digestive des sous-produits agro-alimentaires, notamment les pailles, reste mal étudié. La
technique de production de gaz in vitro a été utilisée pour examiner ’effet d’une combinaison entre
différents prétraitements chimiques et des enzymes fibrolytiques exogénes (EFE) sur les
caractéristiques fermentaires et I’utilisation digestive de la paille d’avoine. Afin d’améliorer sa valeur
protéique en particulier, cette paille témoin a été soumise a trois types de prétraitements chimiques
différents. Ces derniers ont été réalisés successivement avec I’NHs, 1’urée et la soude.

Pour la supplémentation, un complexe enzymatique constitué d’un mélange de cellulase et de xylanase
(1:1, v/v) a été utilisé suivant une dose de 0.6 mg/g MS. L’analyse d’un mode¢le factoriel (4x2) a
montré que la plupart des combinaisons entre les prétraitements chimiques et les EFE n’ont pas d’effet
significatif sur les parametres de la cinétique de production de gaz. Cependant, seul le prétraitement a
la soude combiné aux EFE améliore significativement la vitesse maximale de fermentation. Celle-ci
passe de 1.54 a 3.21ml / h respectivement pour la paille témoin et la paille traitée par la soude et les
EFE. D’autre part, les prétraitements a I’NH3 et a 'urée combinés ou non avec les EFE améliorent
d’une maniére hautement significative la digestibilité de la matiére organique et la valeur énergétique
de la paille étudiée. Cependant, ces deux prétraitements, combinés ou non avec les EFE, présentent le
méme effet. Par conséquent, on confirmerait que 1’effet du prétraitement chimique domine celui de la
supplémentation en EFE. On peut conclure que la supplémentation en EFE combinée avec un
prétraitement & ’'NH3 ou a 'urée améliore la vitesse maximale de la fermentation et 1’utilisation
digestive de la paille d’avoine étudiée.

Mots clés:cellulase,prétraitementchimique,production de gaz,xylanase
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1. Introduction

La paille est un sous-produit de la céréaliculture caractérisé par sa valeur nutritive tres limitée. Elle est
fréquemment impliquée dans les rations alimentaires des ruminants et particulierement durant les
périodes de déficits fourragers ou de disette. Cependant, sa composition chimique caractérisée par une
teneur tres élevée en cellulose brute et une teneur tres faible en protéines brutes va lui conférer par
conséquent une faible digestibilité de matiére organique. Dans le milieu ruminal, les micro-organismes
produisent des enzymes endogenes qui hydrolysent les fibres alimentaires. Les structures aussi
complexes des parois cellulaires peuvent limiter I'ampleur de la digestion par les microorganismes et
augmentent le temps de séjour des aliments dans le rumen (Wang et McAllister 2002). Dans ce
contexte, plusieurs études ont été menées pour évaluer ’effet de la supplémentation des fourrages par
des enzymes fibrolytiques exogénes (EFE) sur leur digestibilité. Ainsiplusieurs études confirment
I’effet bénéfique d’une telle supplémentation et ce par une augmentation de la digestibilité de matiere
séche mesurée en in vitro, in sacco et in vivo(Feng et al. 1996; Yang et al. 1999), de la vitesse de la
digestion ruminale de la fraction NDF (Yang et al. 1999) et de la productivité des animaux
(Beauchemin et al. 1995; Rode et al. 1999; Salem et al. 2013). Il faut noter que l'efficacité de cette
supplémentation en enzymes fibrolytiques dépend essentiellement de I’interaction spécifique substrat-
enzyme (Eun et al. 2006). Toutefois, trés peu de recherches ont été menées pour examiner les effets
potentiels de la cellulase et de la xylanase sur les pailles. De plus, les effets d’une telle
supplémentation enzymatique sur des pailles traitées chimiqguement restent présent inconnus.
L’objectif de cette étude consiste a déterminer 1’effet de la supplémentation en enzymes fibrolytiques
exogenes sur l’utilisation digestive d’une paille d’avoine non traitée et traitée chimiquement par
I’ammoniac, par ’'urée et par la soude tout en utilisant la méthode in vitro de Menke et Steingass
(1988).

2. Matériel et Méthodes :
e Traitements chimiques et enzymatiques de la paille

Le sous-produit étudié est une paille d’avoine récoltée de la ferme du Centre de Formation
Professionnelle Agricole dans le Secteur de I’Elevage Bovin de Sidi Thabet. Quatre échantillons de 2
kg de paille chacun, ont été prélevés au hasard du stock de la ferme et puis coupés a une longueur de 5
cm. Le premier échantillon a été étudié sans aucun traitement pour étre pris comme témoin (Pr). Les 3
autres échantillons ont été traités soit par I’ammoniac liquide (Pnws) avec une dose de 30 g / kg de
matiere seche (MS) (suivant la méthode de Sundstol et al. 1978), soit par 1’urée (Pur) avec une dose de
40g / kg de MS, (suivant la méthode de Chermiti et al. 1989) et soit encore par la soude (Ps) avec une
dose de 40g / kg de MS (suivant la méthode de Dulphy 1982). Ainsi, chaque échantillon a été
subdivisé en deux parties identiques. La premiére partie représente les échantillons de paille non
supplémentés par les EFE, alors que la deuxieme partie a été consacrée aux échantillons de paille
supplémentés par les EFE. Ces derniers ont été pulvérisées par un complexe enzymatique composé de
deux enzymes commerciales qui sont la cellulase plus (ayant une activité en cellulase de 30000 a
36000 unités par g et en R-glucanase de 7500 a 10000 unités par g) et laxylanase plus (ayant une
activité en xylanase de 34000 a 41000 unités par g, en -glucanase de 12000 a 15000 unités par g et
en cellulase de 45000 a 55000 unités par g). Ces deux enzymes (Dyadic International, Jupiter, FL,
USA) qui sont extraites a partir Trichodermalongibrachiatum, ont été mélangées suivant les
proportions (1:1/v:v) pour constituer le complexe enzymatique. Ce dernier a été utilisé suivant une
concentration de 0.6 mg / g de MS d’échantillon pour avoir les 4 échantillons de paille suivants :
Prere, PnHa+ere,Purere €t Ps+ere.

e Analyses chimiques

Pour les échantillons Pr, Pnus, Pur et Ps, les différentes teneurs en matiere seche (MS), en matiére
organique (MO), en matiéres azotées totales (MAT), en cellulose brute (CB), en extrait éthéré (EE), en
matieres minérales (MM), en calcium (Ca) et en phosphore (P) ont été déterminées suivant les
méthodes décrites et adoptées par les AOAC (1990).

e Incubation in vitro : production de gaz dans les seringues :

La méthode in vitro décrite par Menke et Steingass (1988) a été utilisée pour étudier la cinétique de
production de gaz dans des seringues en verre ayant une capacit¢ de 100 ml. L’ inoculum utilisé pour
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I’incubation est obtenu a partir du jus de rumen d’une vache de race Brown Swiss équipée d’une
canule ruminale. Ayant subit une di¢te hydrique de 12 heures, cette femelle a I’entretien recoit deux
fois par jour une ration complete composée d’aliment concentré et de foin d’avoine. La collecte de jus
du rumen a été réalisée avant le repas du matin par I’intermédiaire d’une pompe manuelle. Une fois
filtré, le jus de rumen est mélangé avec la solution tampon de Menke et Steingass (1988) en proportion
1:2 (v/v) pour constituer I’inoculum d’incubation. Les seringues contenant une prise d’essai de 200
mg d’aliment et 30 ml d’inoculum ont ét¢ immédiatement fermées par des pinces, agitées et puis
placées dans un incubateur a 39°C. Pour chaque seringue, la production de gaz a été enregistrée aprés
2,4,6,8, 12, 24, 48, 72 et 96 heures d’incubation. Pour chague point de cinétique, trois répétitions
ont été prévues.

e Analyse mathématique et statistique

L’ajustement des cinétiques de la production de gaz dans les seringues a été réalisé suivant le modele
Gompertz proposé par Schofield et al. (1994) et ou les différents paramétres ont été estimés par une
régression non linéaire des moindres carrés (nls) du logiciel R (3.1.3) (2015) :

bx*e
PG = Aexp [—exp (1 + e (Lag — t))]

Avec, PG est la production cumulative de gaz (ml), A est le maximum théorique de production de gaz
(ml), b est la vitesse maximale de production de gaz (ml / h) qui se produit au niveau du point
d'inflexion de la courbe,e est la constante d’Euler et Lag est le temps de latence (h) avant le début de
production de gaz. Ce temps est défini comme le point d'intersection de I'axe des temps et la ligne
tangente au point d'inflexion (Zwietering et al. 1990 cité par Schofield 1994).

Les résultats de la PG in vitro et les différents paramétres de fermentation ont été analysés
statistiquement par un arrangement factoriel 4 x 2 (4 échantillons de paille traités et non traités
chimiquement x supplémentés et non supplémentés en EFE) en tant que ;

GPijk =p-+ T + Sj+ (TiX Sj) + €ijk.

OU, GPijk est I’observation de la PG observée lorsque le i™ traitement (T;) est incubé avec le
j*™supplémentation;p. est la moyenne générale; Ti (i = 1-4) est l'effet des différents traitements
chimique; S; est la supplémentation (j = 0-1); Six S;j est l'interaction entre les différents traitements
chimiques de la paille et la supplémentation et ejestl’erreur résiduelle.

La digestibilité de la matiere organique (dMO), la teneur en énergie métabolisable (EM) et la teneur en
énergie nette lait (ENL) ont été estimées suivant les fonctions spécifiques proposées par Menke et al.
(1979; 1988) :

dMO(g/kg MO) = 148.8 + 8.89 x PG + 4.5XPB(%MS) + 0.651 x MM(%MS)
EM (mikgms) = 2.20 + 0.13570x PG + 0.0057 x PB(gkgms) + 0.000286 x (EE(gig ms))?
ENL (MJlkg MS) = 0.0960 x PG + 0.0038 XPB(g/kg ms) 0.000173 x (EE(g/kg MS))Z + 0.5400

Avec :
PG est la production nette de gaz apres 24 h d'incubation (ml/ 200 mg de MS de I'échantillon)
PB est la teneur en protéines brutes
MM est la teneur en matiéres minérales
EE est I’extrait éthéré.

3. Résultats et discussion :

e Composition chimique de paille :

Les différents prétraitements chimiques de la paille d’avoine ont amélioré essentiellement les teneurs
en matiéres azotées totale (tableau 1). En effet, le prétraitement a 1’urée (Pur) donne des teneurs qui
dépassent celle de la paille (Pr) de presque 5 fois. Ces résultats concordent avec la plupart des résultats
trouvés dans la littérature. Cependant, le taux d’amélioration des teneurs en MAT en particulier,
dépend essentiellement des doses des réactifs chimiques utilisés, des degrés d’humidité des pailles, de
la durée de conservation et de la température ambiante (Demarquilly et al. 1989).
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Tableaul : Composition chimique de la paille d’avoine témoin (Pr) et traitée par la soude (Ps), par I’'ammoniac (Pnw3) et par
I’urée (Pur)

Echantillons de MS MM EE CB MAT P Ca
paille
Pr 901 65 0,6 390 32 0,205 33
Ps 377 109 0,6 410 34 0,11 39
PNH3 720 72 1,7 400 67 0,088 1.6
Pur 788 64 1,1 420 142 0,12 =

MS : teneur en matiere séche (g/kg MB) ; MM : teneur en matiéres minérales (g/kg MS) ; EE : extrait éthéré (g/kg MS) ; CB :
teneur en cellulose brute (g/kg MS) ; MAT : teneur en matiéres azotées totales (g/ kg MS) ; P : teneur en phosphore (g/kg
MS) ; Ca : teneur en calcium (g/kg MS).

e Production de gaz en in vitro

Comme le montrent les résultats du tableau 2, la supplémentation de la paille d’avoine témoin (Pr) et
des pailles prétraitées chimiquement avec un complexe d’EFE n’a pas d’effet remarquable sur la
production cumulative de gaz durant toute la période d’incubation. Ces résultats sont similaires a ceux
trouvés par (Eun et al. 2006) qui indiquent que 1’addition d’enzymes fibrolytiques exogeénes n’a pas
d’effet significatif sur la production de gaz des pailles non traitées et traitées par ’ammoniac.

Tableau 2 :Effet de la supplémentation de la paille d’avoine traitée et non traitée chimiquement en EFE sur la production
cumulative de gaz (PG en ml /200 mg MS).

Echantillons PGzn PGan PGen PGsn PGizn PG2sn PGuasn PGr2n PGos
de paille
Pt 0,5 0,75 flets 1,75% 2,52 20 6P li5a00 21,252
Prere 1 1,25 1,752 28 2,252 1,58¢ 4,5bc 11,37bcd 14,750
PnHs 0,25 0,75 1,25%® 1,75% 2,252 & 78 5753k 228
PNH3+EFE 0,5 0,75 flets 1,258¢ 1,75% 32 8,252 A G 18,25%¢
Pur 0,5 0,25 0,5° 0,752b¢ 0,75P 0,25¢ g 5,75¢ 9,25¢
Pur+ere 0,25 0 ob 0,25° 1b 1be A5ed 10,259 13dc
Ps 0,33 0,25 0,41° 0,58 1,58%® 2,252 4,410c 18,582 22,252
Ps+ere 0,8 0,58 0,58 0,913bc 1,58% 1,758¢ 3,750 16,75% 20,082
p-value 0.264 0.1 0.12 0.063 0.058 0.046 0.007 0.01 0.009
SEM 0.03 0.05 0.05 0.05 0.05 0.1 0.22 0.96 0.52

abedmoyennes de la méme colonne portant différentes lettres sont significativement différentes (P < 0.05)

L’analyse du modele choisi a montré que la plupart des combinaisons entre les prétraitements
chimiques et les EFE n’ont pas d’effet significatif sur les paramétres de la cinétique de production de
gaz (figure 1). Cependant, seul le prétraitement a la soude combiné aux EFE améliore
significativement la vitesse maximale de fermentation (tableau 3).

[8)]

= NN
o o

=
o

o

Temps d'incubation (h)

Production de gaz (ml/200 mg)
(6]

—t—PT <o+ PT+EFE =P NH3 -~ -+ PNH3+EFE
——PUr co#.cPUr+EFE === PS <eee+s PS+EFE

Figure 1 : Cinétique de production de gaz dans les seringues de la paille d’avoine étudiée avec et sans prétraitement
chimique, supplémentée et non supplémentée avec le complexe d’EFE
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De méme, on remarque que le temps de latence (Lag) diminue avec la paille traitée a I’ammoniac et
supplémentée en EFE (Pnus+ere). Il est par conséquent possible qu’avec ce traitement, la fermentation
ruminale commence d’une fagon plus précoce par rapport aux autres traitements. Il est probable que
ce traitement minimise les obstacles structurels et rend les parois cellulaires plus accessibles par les
enzymes. De ce fait, la colonisation des particules alimentaires par les microorganismes s’améliore
parfaitement et on aura une fermentation meilleure et plus rapide. Parallélement, la disponibilité des
sucres simples pour les microorganismes du rumen s’améliore sous I’action des enzymes fibrolytiques
exogeénes utilisées (Wadhwa 1995,Wang et McAllister 2002).

Tableau 3 : Effet de la supplémentation en EFE de la paille d’avoine étudiée avec et sans prétraitements chimiques sur la
cinétique de production de gaz enin vitro.

Echantillons de paille A b Lag
Pr 51,28 1,542 29,085
Puere 20,250 1,357 30,375
Pnra 59,322 1,682P 30,912
Prg+ere 24,04 1,175 13,74¢
Pur 11,78° 1,704b 34,978
Pursere 18,32¢ 1,397° 33,892
Ps 23,080 3,742 42,4457
Ps+ere 20,66 32172 42,983°
p-value 0.044 0.006 0.05
SEM 1.68 0.366 1.038

abemoyennes de la méme colonne portant différentes lettres sont significativement différentes (P < 0.05)
A est le maximum théorique de production de gaz (ml), b est la vitesse maximale de production de gaz (ml /h) Lag est le temps de latence

(h).

D’autre part, les prétraitements a I’NHs et a ['urée combinés ou non avec la supplémentation en EFE
améliorent d’une maniére hautement significative la digestibilité de la mati¢re organique et la valeur
énergétique de la paille étudiée (tableau 4). Cependant, chacun de ces deux prétraitements chimiques,
combiné ou non combiné avec les EFE, présente des valeurs de dMO, d’EM et d’ENL presque
équivalentes. Par conséquent, on peut confirmer que I’effet du prétraitement chimique domine celui
de la supplémentation en EFE.

Tableau 4 : Effet de la supplémentation en EFE de la paille d’avoine étudiée avec et sans prétraitements chimiques sur la
digestibilité de la MO et la valeur énergétique.
Echantillons de paille

dMO (% MO) EM (MJ/kg MS) ENL (MJ/kg MS)
el () 40.427° 2.66° 0.86°
Prere 39.823° 2,59 0.81°
Phiia 45.911° 3.072 113
Phra+ere 45.911° 3.072 1.132
Pur 49.049° 3.072 1128
Pursere 49.9542 3.182 1.192
Ps 41.206° 2.71b 0.89b
Ps+ere 40.603° 2.64b 0.84b
p-value <0.0001 0.0003 0.0006
SEM 0.40 0.02 0.016

2bemoyennes de la méme colonne portant différentes lettres sont significativement différentes (P < 0.05)
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Malgré les améliorations enregistrées, la supplémentation en EFE, et avec la concentration de 0.6 mg
du complexe enzymatique par g de MS, semble étre sans effet sur 1’utilisation digestive de la paille
¢tudiée. L’effet dominant des traitements chimiques, notamment par I'ammoniac, s’explique par leur
capacité de cliver les liaisons estérifiées des parois cellulaires, de réduire 1’enchevétrement physique
de la cellulose et de solubiliser les composés phénoliques inhibiteurs (Chesson 1981; Fahey et al.
1993). Ces traitements améliorent par la suite la saccharification enzymatique pendant la fermentation
ruminale pour donner une meilleure utilisation digestive des pailles(Gould 1984 ; Sundstol 1988).

4. Conclusion

On peut conclure que la supplémentation en EFE combinée avec un prétraitement a la soude, a ’'NH3
ou & I'urée améliore la vitesse maximale de la fermentation et 1’utilisation digestive de la paille
d’avoine étudiée. Par ailleurs, il est important de vérifier si I’effet de la supplémentation en EFE des
pailles traitées ou non traitées chimiquement n’est pas dépendant de la nature et méme de la
concentration du complexe enzymatique choisi.

Acknowledgments : Cette étude a été réalisée dans le cadre du projet D3.10.27 CRP financé par
I’TAEA.
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