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Summary — Incorporation of rapeseed meal extracted by pressure in a diet for growing fat-
tening bulls. II. Glucosinolates and their breakdown products in the rumen. Eight bulls from the
Belgian Blue breed were offered diets in which soya bean meal and linseed meal were substituted by
rapeseed meal (vartety Samourai) in order to provide, respectively, 33, 66 and 100% of the protein.
The glucosinolate content was equal to 17.6 pmol/g dry matter. Analyses of wet residues from rape-
seed meal incubated in the rumen showed a rapid decrease of the glucosinolate content which disap-
peared after 5 h of incubation. The 3-hydroxypent-4-enenitrile, the but-3-enylisothiocyanate and
the S-vinyl-1,3-oxazolidine-2-thione antinutritional factors obtained from the glucosinolates were iden-
tified by GC-MS during the first 5 h. The 3-phenylpropanenitrile, the 3-methylindol, the 2-pheny-
lacetic and 3-phenylpropanoic acids were also present in the residues and in the rumen. Although high
sensitivity of the methods were used, no glucosinolates and their direct breakdown products were detec-
ted in the liquid and the solid content of the rumen.

bull / rapeseed meal / glucosinolate

Résumé — Huit taurillons Blanc bleu belge munis d'une canule du rumen ont regu des rations d'en-
graissement dans lesquelles les matieres azotées des tourteaux de soja et de lin ont été remplacées res-
pectivement par 33, 66 et 100 % de matieres azotées de tourteau de colza « Samourai double 00 ».
Le tourteau de colza contenait 17,6 pmol de glucosinolates par gramme de MS. L'analyse des rési-
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dus humides de tourteau de colza incubé en sachets de nylon dans le rumen montre que les gluco-
sinolates diminuent rapidement pour disparaitre apres S heures d'incubation. Le 3-hydroxypent-4-&ne-
nitrile, le but-3-&nylisothiocyanate et la 5-vinyl-1,3-oxazolidine-2-thione, facteurs antinutritionnels
dérivant des glucosinolates, ont ét€ mis également en évidence par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) pendant les cinq premiéres heures. Le 3-phénylpro-
panenitrile, le 3-méthylindole et les acides 2-phényléthanoique et 3-phénylpropanoique ont aussi été
identifiés dans les résidus, le liquide et le contenu du rumen. Malgré la sensibilité des méthodes
utilisées, aucun glucosinolate ou produit direct de dégradation n'a pu étre détecté dans les liquides et

contenus du rumen.

taurillon / tourteau de colza / glucosinolate

INTRODUCTION

La qualité nutritionnelle du tourteau de colza,
source importante de protéines pour I'alimenta-
tion animale, a augmenté de manire sensible
avec |'apparition de variétés a faible teneur en
glucosinolates c'est-a-dire des teneurs comprises
entre 20 et 35 pmol/g de matiere séche (MS ;
colza O0). Les possibilités d'utilisation de ces
variétés sont de plus en plus accrues tant chez les
polygastriques que les monogastriques (Evrard,
1991).

Les effets néfastes du tourteau de colza chez
les animaux sont dus principalement aux pro-
duits de dégradation des glucosinolates. Ce sont
par exemple les isothiocyanates responsables de
l'inappétence et la 5-vinyl-1,3-oxazolidine-2-
thione responsable du disfonctionnement thy-
roidien (Astwood et al, 1949 ; Greer et Deeney,
1959 ; Fenwick et al, 1986 ; Darroch et al, 1990).
Cette dégradation est réalisée par une enzyme, la
myrosinase, qui peut étre activée pendant la tri-
turation ou produite par la flore du tube digestif
et donner apres hydrolyse des composés toxiques
capables de provoquer un déréglement impor-
tant du métabolisme dans de nombreux organes
tels que les reins, la thyroide, le foie ou les tes-
ticules, avec des répercussions sur la croissance,
la production et la reproduction. Il en résulte
une diminution des performances zootechniques.

L'objectif de la présente étude est d'identi-
fier les principes antinutritionnels et leurs méta-
bolites contenus dans du tourteau de colza de la
variété samourai (variété 00) obtenu par pres-

sion et de mesurer 1'évolution des concentra-
tions en fonction du temps de séjour dans le
rumen et en fonction du taux d'incorporation du
tourteau de colza dans la ration d'engraissement
donnée a des taurillons.

MATERIEL ET METHODES
Animaux

Huit taurillons blanc bleu belge du type mixte et
d'un poids moyen de 530 kg ont été utilisés dans
un modele de deux carrés latins 4 x 4. Ils ont
été¢ munis d'une canule du rumen et maintenus
dans des loges individuelles du type stalle a
métabolisme. 1ls recevaient une ration d'en-
graissement a base de pulpes séchées dans
laquelle les matiéres azotées de tourteau de soja
et de lin ont été remplacées a raison de 33 (ration
1/3 T colza), 66 (ration 2/3 T colza) et 100 %
(ration 3/3 T colza) par une quantité équivalente
de matieres azotées de tourteau de colza. Le
colza utilisé était de la variété Samouraf double
00. Le schéma expérimental et la composition
des rations ont été décrits dans un article précé-
dent (Mayombo et al, 1997).

Mesures et méthodes

Les méthodes analytiques employées avaient
pour but d'identifier et de mesurer les glucosi-
nolates et leurs produits de dégradation dans le
tourteau utilisé pour la préparation des rations.
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Elles ont permis également d'évaluer I'influence
du temps de séjour dans le rumen sur la concen-
tration de ces facteurs antinutritionnels dans des
résidus humides de tourteau de colza ou dans le
liquide et contenu du rumen.

Résidus humides de tourteau de colza

L'identification et la mesure des glucosinolates
et de leur dérivés dans le tourteau et dans les
résidus ont été réalisées grace a la technique des
sachets de nylon. Pour ce type d'étude, l'influence
de la ration peut avoir une importance. Néan-
moins, en vue de réduire le nombre d'échan-
tillons, seuls les animaux recevant les rations
1/3 T colza et 2/3 T colza — soit les niveaux d'in-
corporation intermédiaires — ont été utilisés. Des
sachets de nylon vides d'une taille de 12 x 7,5 cm
ont été remplis avec 6 g de tourteau de colza.
Ils ont été attachés a des tuyaux en plastique
portant chacun cinq sachets et ont ensuite été
introduits dans le rumen des animaux. Les
sachets de nylon ont été retirés par série de deux
apres une durée d'incubation d'1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8, 9 et 10 heures. Les mesures ont €té répétées
quatre fois, et les échantillons regroupés pour
les dosages.

Prélévement du liquide et du contenu
du rumen

L'étude cinétique de la « dégradation » des prin-
cipes antinutritionnels dans le rumen a été réa-
lisée sur la phase liquide et la phase solide du
contenu du rumen. Les prélévements ont été réa-
lisés sur tous les animaux. Le matériel utilisé a
consisté en une sonde en plastique semi-rigide de
diametre de 2,5 cm, d'un récipient pour l'aspi-
ration et la récolte du contenu du rumen et d'une
petite pompe a vide portative. Au cours du pré-
levement, la sonde a été constamment déplacée
dans la masse du contenu du rumen afin d'assu-
rer une prise d'échantillon aussi représentative
que possible du contenu total du rumen. Les pré-
lévements ont été opérés avant le repas du matin
et 1, 2, 3 et 4 heures apres ce repas. Du thio-
mersal a 3 % a été ajouté et mélangé au contenu
du rumen & raison de 2 mL pour 60 mL de

contenu. La partie solide a été séparée de la par-
tie liquide par filtration sur de la gaze. Apres
séparation, les échantillons ont été congelés en
vue d'analyses chimiques.

Analyses chimiques

Aprés une purification sur une colonne échan-
geuse d'ions (DEAE sephadex A25) et réaction
enzymatique avec la sulfatase d'Helix pomatia,
les glucosinolates ont été dosés individuelle-
ment par HPLC sous forme de désulfoglucosi-
nolates (méthode officielle ISO 9167-1).

L'extraction des produits de dégradation (iso-
thiocyanates, nitriles et vinyl oxazolidine thione)
a été réalisée a I'éther diéthylique. Leur sépara-
tion, leur identification et leur dosage ont été
effectués par chromatographie en phase gazeuse
(Hewlett Packard 5890 série Il +) couplée 2 la
spectrométrie de masse (détecteur de masse 5972
A). La colonne chromatographique était une HP-
5 MS (Cat : HP part n°190915-433), 5 % phényl
méthyl silicone.

Les identifications ont été réalisées par GC-
MS en utilisant deux banques de spectres de
masse de référence (WILEY 138 et NBS 75 K)
et par l'analyse des ions caractéristiques.

RESULTATS

Glucosinolates et leurs produits
de dégradation dans le tourteau

Les teneurs individuelles du tourteau de colza
de la variété Samourai en glucosinolates sont
reprises au tableau I. La concentration totale en
glucosinolates a été de 17,6 umol/g de matiere
seche (MS) de tourteau. Les glucosinolates les
plus représentés étaient la progoitrine, la gluco-
napine et la 4-OH glucobrassicine. La disparition
des glucosinolates a été relativement rapide
(tableau II). Apres 4 ou 5 heures d'incubation, le
résidu humide restant dans les sachets ne conte-
nait plus de glucosinolates. Par rapport aux
concentrations observées dans le tourteau et en
comparant avec les résultats obtenus aprés une
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Tableau I. Composition et teneur en glucosinolates heure d'incubation, il semble que c'est la pro-
dans le tourteau (jtmol/g MSS). goitrine, un glucosinolate hydroxylé, qui ait dis-
— - paru le plus rapidement. Il est intéressant éga-
lement de noter que la disparition a été moins

Glucosinolates Teneurs

rapide (des résidus étaient encore présents apres
S - 4 heures) et moins intense (concentration plus
Progoitrine 9,22 élevée) lorsque la ration contenait plus de tour-
Gluconapoléiférine 0,44 teau de colza.
Gluconapine 3,73 Parmi les produits habituels de dégradation
4-OH glucobrassicine 2,11 des glucosinolates, seul le 3-hydroxypent-4-¢ne-
Glucobrassicanapine 1,05 nitrile a été détecté dans le tourteau initial
Glucobrassicine 023 (7,2 ug/g MS). Dans les résidus, le 3-hydroxy-
Gluconasturtine 0.79 pent-4-enenitrile et la 5-vinyl-1, 3-oxazolidine-

2-thione, deux composés pouvant provenir de
Total 17,57 la progoitrine, ont été identifiés ainsi que le but-
3-enylisothiocyanate venant de la gluconapine.
Un autre nitrile, le 3-phénylpropane nitrile, a

Tableau II. Teneurs en glucosinolates (umol/g MS) dans les résidus humides du tourteau de colza incubé
dans le rumen de taurillons nourris avec des rations dont 33 et 66 % des matiéres azotées provenant des
tourteaux étaient des matiéres azotées de tourteau de colza.

Glucosinolates Temps d’incubation (heure)

Ration 1/3T colza

Progoitrine 2,82 1,39 0,76 0,03 - -
Gluconapoléiférine 0,15 0,18 0,06 - - -
Gluconapine 1,48 0,80 0,36 - - -
4-OH glucobrassicine 1,60 0,80 0,67 - - -
Glucobrassicanapine 0,83 0,24 0,18 - - -
Glucobrassicine 0,27 0,09 0,09 - - -
Gluconasturtine 045 0,06 0,03 - - -
Ration 2/3T colza

Progoitrine 3,47 3,31 1,67 0,27 0,81 -
Gluconapoléiférine 0,18 0,18 0,12 0,03 - -
Gluconapine 2,40 2,24 1,00 0,18 — -
4-OH glucobrassicine 2,90 1,98 3,70 0,15 - -
Glucobrassicanapine 0,59 0,56 0,18 0,06 — -
Glucobrassicine 0,33 0,24 0,33 0,03 - -
Gluconasturtine 0,42 0,27 0,15 0,24 - -

—: Valeur en dessous de la limite de sensibilité de la méthode
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Tableau III. Teneurs en produits de dégradation dans les résidus humides du tourteau de colza incubé dans le
rumen de taurillons nourris avec des rations dont 33 et 66 % des matiéres azotées provenant des tourteaux
étaient des matieres azotées de tourteau de colza (ug/g MS).

Temps d’incubation (heure)

Composés
1
Ration 1/3T colza
Progoitrine
3-hydroxypent-4-&nenitrile 25,52
5-vinyl-1, 3-oxazolidone-2-thione 16,02
Gluconapine
but-3-énylisothiocyanate 3,53
3-phénylpropanenitrile 573
3-phénylpropanoique 91,99
2-phényléthanoique 14,45
3-méthylindole 2,76
Ration 2/3T colza
Progoitrine
3-hydroxypent-4-&nenitrile 25,25
5-vinyl-1, 3-oxazolidone-2-thione 18,72
Gluconapine
but-3-enylisothiocyanate 3,98
3-phénylpropanenitrile 6,08
3-phénylpropanoique 60,62
2-phényléthanocique 7,51
3-méthylindole 2,11

—: Valeur en dessous de la limite de sensibilité de la méthode

été également identifié mais il ne peut, en prin-
cipe, étre synthétisé a partir des glucosinolates
contenus dans le tourteau de colza. A cOté des
acides volatils ou, gras classiques, deux acides
aromatiques acides le 3-phénylpropanoique, et
le 2-phényléthanoique et le 3-méthylindole ont
été aussi détectés (tableau III). Aprés | heure
d'incubation, les concentrations en 3-hydroxy-
pent-4-¢nenitrile, en 5-vinyl-1,3-oxazolidine-
2-thione, en but-3-énylisothiocyanate et en 3-

2 3 4 5 [3}
11,98 2,73 5,44 - -
9,00 5,07 4,19 - -
1,42 1,70 - - -
2,72 1,12 - 1,53
40,44 28,22 55,80 30,14 125,44
5,40 3,31 4,07 2,62 12,66
1,42 1,06 398 2,42 6,26
14,58 9,17 4,65 0,52 -
15,61 15,49 3,65 2,36 -
3,07 3,55 5,56 0,61 -
4,01 4,28 2,67 1,16 -
84,77 93,47 42,56 119,86 78,57
6,85 747 - 4,20 -
- 5.26 6,65 7,69 4,80

phénylpropanenitrile ont été respectivement de
l'ordre de 25, 17, 4 et 6 ng/g MS quelle que soit
laration (1/3 T colza — 2/3 T colza). Les teneurs
en nitriles et isothiocyanates sont devenues
nulles apreés 5 a 6 heures d'incubation dans le
rumen des taurillons. En revanche, les acides
2-phényléthanoique ou 3-phénylpropanoique
et le 3-méthylindole sont restés présents dans
tous les résidus, y compris apres 10 heures d'in-
cubation.
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Liquides et contenus du rumen

Malgré la trés bonne limite de sensibilité de la
méthode a environ 10 nmol/g, aucun glucosi-
nolate n'a été mis en évidence dans les liquides
et contenus du rumen pour les rations 2/3 et
3/3 T colza. Dans des conditions opératoires
identiques a celles utilisées pour les résidus
humides (GC-MS avec « scan » complet),
aucune trace de nitriles, d'isothiocyanates et de
5-vinyl-1, 3-oxazolidine-2-thione n'a été retrou-
vée dans les liquides et contenus du rumen ana-
lysés pour des rations contenant respectivement
66 et 100 % des maticres azotées de tourteau de
colza. Afin d'augmenter la sensibilité de la
méthode d'un facteur d’environ 50, une recherche
par ions a été effectuée. Malgré 'augmentation
considérable de la limite de détection des com-
posés (environ 0,02 nmol/g), aucune trace de
nitriles, isothiocyanates et 5-vinyl-1,3-oxazoli-

done-2-thione n'a été mise en évidence dans les
échantillons. Ces différents produits n'étant pas
identifiés dans les rations riches en colza, les
échantillons obtenus avec la ration 1/3 T colza
n'ont pas été analysés. Les liquides et contenus
du rumen de la ration témoin ont été toutefois
analysés en tant que « Blanco ».

Lors de l'analyse des résidus humides de tour-
teau de colza, nous avions détecté par spectro-
métrie de masse la présence d'acide 2-phénylé-
thanoique, d'acide 3-phénylpropanoique et du
3-méthylindole (tableau III). Ces trois composés
ont a nouveau été identifiés (tableau IV) dans
le liquide du rumen, ainsi que dans le contenu du
rumen. Il faut noter que les concentrations obser-
vées exprimées en MS ont ét€ plus élevées dans
le contenu que dans le liquide. Peu de diffé-
rences ont été enregistrées entre les rations T
colza 2/3 et T colza 3/3. Il semble que les
concentrations aient été plus importantes dans

Tableau IV. Teneur en produits de dégradation dans le liquide et le contenu du rumen (ug/g de MS).

2-phényléthanoique

3-phénylpropanoique

3-méthylindole

0 2/3 3/3 0

Liquide du rumen

0 a - - — —
i - 1,21 - -
2 - 1,42 1,60 3,32
3 - 2,99 1,09 4,11
4 - 1,83 0,58 5,60
Contenu du rumen
0* _ _ _ _
1 3,24 6,28 5,61 7,10
2 5,12 8,86 5,07 12,20
3 1,93 3,48 1,87 13,11
4 1,56 0,07 1,51 13,34

2/3 33 0 23 33

- - - 1,12 0,68
10,07 10,59 - 1,14 094
1772 22,31 114 148 115
31,73 29,13 112 142 097
3344 2907 098 129 081

- - 3,87 298 560
1877 16,87 454 203 LIS
3003 27,10 1702 716 233
39,13 3143 3,83 381 3,00
2949 39,04 345 276 765

—: Valeur en dessous de la limite de sensibilité de la méthode; » se refére a I'intervalle de temps (exprimé en heure) aprés le
repas du matin. 0 : ration O T colza ; 2/3 : ration 2/3 T colza ; 3/3 : ration 3/3 T colza.
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les prélevements effectués plus de 2 heures apres
la distribution du repas. Enfin, il faut signaler
que ces produits ont été isolés également dans le
rumen des animaux qui n'avaient pas regu de
tourteau de colza, généralement en concentra-
tion plus faible, sauf en ce qui concerne le 3-
méthylindole.

DISCUSSION

La concentration en glucosinolates totaux de
tourteau de colza étudié a été de 17,6 umol/g de
MS, valeur considérée comme faible pour un
tourteau de colza du type 00. En effet, la limite
maximale pour les variétés de type 00 est fixée
entre 20 a 35 umol/g de MS tandis que dans les
variétés de type 0, la teneur est supérieure a
40 umol/g de MS (Cooke et al, 1987 ; Schnug,
1987 ; Merrien et Ribaillier, 1988 cités par Mer-
rien, 1993). Les effets négatifs asssociés au tour-
teau de colza résultent principalement des pro-
duits de dégradation des glucosinolates. Cette
hydrolyse peut s'effectuer lors du processus de
fabrication en particulier lorsqu'une phase de
chauffage ou l'utilisation d'un solvant est réali-
sée (Hill, 1979). Les principaux effets sont situés
au niveau de I'appétence et dans le fonctionne-
ment des organes tels que thyroide, rein et foie.
Les résultats du tableau II indiquent que les glu-
cosinolates disparaissent rapidement du tour-
teau puisqu'apres 3 ou 4 heures d'incubation ils
ne sont plus détectables. La disparition a été
fonction de la proportion de tourteau de colza
incorporé dans la ration, les concentrations rési-
duelles étant plus élevées et maintenues pen-
dant plus longtemps avec la ration 2/3 T colza.
Ce sont les microorganismes du gros intestin
(czcum de volaille, Marangos et Hill, 1974) ou
du rumen (Duncan et Milne, 1992) qui sont res-
ponsables de la dégradation des glucosinolates et
de leurs métabolites. D'apres ces derniers auteurs
(et du moins en ce qui concerne les molécules de
la famille des allyl cyanides), cette activité est
adaptative, c'est-a-dire qu'elle est plus impor-
tante lorsque l'aliment susceptible de contenir
les glucosinolates est présent dans la ration et
donc dans le rumen. Cette activité semble avoir

été particuliérement importante dans l'expérience
présente puisqu'avec une technique de dosage
trés sensible aucun glucosinolate n'a été mis en
évidence, dans le liquide ou dans le contenu de
rumen. D'autre part, les produits de dégradation
avaient en majorité disparu apres 6 heures. Chez
les animaux recevant les rations contenant les
différentes proportions de tourteau de colza, de
nombreuses molécules susceptibles d'étre des
métabolites des glucosinolates ont été identi-
fiées dans les résidus des sachets de nylon
(tableau III) ou dans le liquide et le contenu de
rumen (tableau I'V). Ces molécules, dont la struc-
ture chimique est bien définie, sont assez mal
connues concernant leur toxicité. Pour certaines
d'entre elles, la DL 50, c'est-a-dire la dose de
composés purs qui tue 50 % des animaux tes-
tés — en l'occurence des rats —, est connue.
D'aprés Van Etten et al (1969), les nitriles, par
exemple le 3-hydroxypent-4-¢nenitrile ou le 3-
phenylpropanénitrile, sont 8 fois plus toxiques
que le 5-vinyl-1-3-oxazolidone-2-thione. Les
DL 50 sont respectivement de 170 & 240 mg/kg
etde 1260 a 1 415 mg/kg. Il faut noter que des
substances dont la DL 50 est supérieure a
1 000 mg/kg sont considérées comme non
toxiques. Sur la base d'une teneur en nitrile d'en-
viron 30 pg/g de MS dans les résidus apres 1
heure d'incubation du tourteau de colza (tableau
III), il faudrait 1'équivalent d'environ 6 a 7 kg
de MS de résidu de tourteau de colza pour obte-
nir I'équivalent de la DL 50 de 200 mg/kg. Une
telle quantité de tourteau de colza est totalement
irréaliste dans une ration normalement consti-
tuée, le maximum incorporé ayant été de 20 %
dans la ration 3/3 T colza (Mayombo et al, 1997).
Une telle interprétation semble donc indiquer
qu'avec le tourteau de colza étudié les principes
antinutrionnels tels que les glucosinolates et leur
métabolites disparaissent rapidement. Dans ces
conditions, les animaux n'ont pas développé de
problemes de santé. C'est vraisemblablement la
méme interprétation qu'il faut donner pour le
peu d'effets sur les ingestions (Mayombo et al,
1997). Dans la revue rapportée par Hill (1991),
lorsque le tourteau de colza contenait de faibles
teneurs en glucosinolates totaux, aucun effet
n'était rapporté sur les ingestions. En revanche,
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dans les essais contenant plus de 100 umol/g de
glucosinolates, des diminutions d'ingestion ont
été rapportées (Papas et al, 1979 ; Fiems et
Buysse, 1985 ; Hill et al, 1990 ; Lardy et Kerley
1994). Chez les jeunes animaux, les concentra-
tions élevées en glucosinolates peuvent affec-
ter séverement les ingestions et les performances
(Mawson et al, 1993). Les auteurs rapportent
aussi que la palatabilité peut étre considérable-
ment améliorée avec un tourteau de colza a faible
ou a tres faible teneur en glucosinolates (10-30
ou 1--5 umol/g). De tels tourteaux peuvent étre
utilisés jusqu'a 20 % dans des rations pour jeunes
bovins et 30 % chez les vaches laitieres. Dans
une autre étude, Mawson et al (1994) rappor-
tent le manque d'effets négatifs avec un tour-
teau de colza a 7,7 pmol/g distribué aux jeunes
bovins et aux vaches laitieres. Les teneurs des
produits de dégradation enregistrées dans la pré-
sente étude ont été plus faibles que celles rap-
portées par Fauduet et al (1995) et Huang et al
(1995), soit respectivement des teneurs de 50,6
et 116 pmol/g MS. Enfin, la teneur en glucosi-
nolates peut influencer les caractéristiques de
dégradabilité. D'apreés Subuh et al (1994), un
tourteau a faible teneur (25 pmol/g) est moins
dégradable dans le rumen qu'un tourteau a haute
teneur (92 pmol/g).

CONCLUSION

En conclusion, il apparait que le tourteau de
colza utilisé contenait de faibles teneurs en glu-
cosinolates. Ces derniers ont été rapidement
dégradés dans le rumen en différents produits
qui, en majorité, ont disparu assez rapidement de
I'aliment ainsi que du liquide et du contenu du
rumen. Une telle situation est compatible avec
I'ingestion et la digestion élevées observées dans
l'essai zootechnique.
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