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La richesse en azote du régime modifie considérablement les sécrétions digestives (TwoMBLY
et MEYER, 1961) du rat de laboratoire élevé dans des conditions traditionnelles, en agissant tant
sur la synthése des enzymes que sur leur sécrétion ou leur vitesse d’inactivation (TwomBLY-
SNooxk, 1965). De plus, d’aprés CREAMER (1967), la vitesse de renouvellement des cellules épithé-
liales intestinales est diminuée en cas de di¢te totale (STEVENS-HoOPER, BLAIR, 1958) ou de mal-
nutrition protéique (DEo et RAMALINGASWAMI, 1965) et les quantités d’azote endogéne sécrétées
dans le tube digestif s’en trouvent modifiées.

Ces phénomeénes doivent se traduire chez le rat axénique dont le contenu digestif est a 'abri
des attaques bactériennes par une modification qualitative et quantitative des matieres azotées
du contenu digestif ; c’est ce que nous avons voulu vérifier en analysant le contenu des cacums
de rats axéniques ayant regu des aliments différents par leur teneur en matiére azotée (tabl. 1)
et la nature de leurs protéines (tabl. 2), et en comparant certaines de leurs caractéristiques a celles
de rats témoins « holoxéniques » (RAIBAUD ef al., 1966) ayant regu les mémes régimes (tabl. 1).

Tous les régimes ont été stérilisés a I'autoclave & 120°C pendant 20 minutes et distribués aux
animaux pendant au moins 8 jours. La quantité moyenne de matiére séche ingérée par animal
pendant les 5 jours précédant les prélévements atteint environ 2o gfj pour chaque lot d’animaux.
Le poids moyen des rats (de race Wistar CF de Gif) de chacun des lots au moment des préléve-
ments variait entre 240 et 300 g (tabl. 1). Les contenus de ceecums des rats d’'un méme lot ont été
prélevés, mélangés et traités a froid comme nous I'avons décrit précédemment (CoMBE et PioN,
1966). Ils ont ainsi été divisés en 3 fractions :

I : composés solubles dans I’éthanol 8o p. 100.
II : composés insolubles dans I'éthanol 8o p. 100 mais solubles dans ’acide trichloracétique
10 p. 100 (ATC).
III : composés insolubles dans I’éthanol et ’'ATC 10 p. 100.

Les teneurs en azote de différentes fractions ont été déterminées par la méthode de Kjeldahl.
Les acides aminés ont été dosés dans les fractions II et III aprés hydrolyse acide par chromato-
graphie sur colonne (MOORE, SPACKMANN et STEIN, 1958) sur appareil automatique.
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TABLEAU I

. | ‘
Régime nature (Y)............. A | B C D
(NXx6,25) M. A. p. 100 ........ 22 7 4 0.8
Rats axéniques :

Nombre .................... 9 10 14 5

Poids M. (8) + v v vvvvrenenns 270 240 263 940
Rats holoxéniques :

Nombre .........covvint, 5 16 22 10

Poids m. (g) .........co.... 276 240 260 300

(1) Le régime A contient 22 p. 100 M. A., dont 20 p. 100 de caséine et

58 p. 100 de créme de riz, sa composition détaillée a été décrite précédem-
ment (COMBE et al., 1965).

Le régime B contient 7 p. 100 M. A. il a été obtenu en remplagant
la caséine du régime 22 p. 100 M. A. par de la créme de riz.

Le régime C contient 4 p. 100 M. A, La poudre d’ceuf est sa seule
source d’azote, la créme de riz a été remplacée par de ’amidon de mais.

Le régime D contient 0,3 p. 100 M. A. (pratiquement protéiprive) il
a été obtenu en remplagant la poudre d’ceuf par de I'amidon de mais.

TABLEAU 2

Régimes
Composition en acides aminés (g/16 g N).

|
A
. . B C
Régimes 22 p.)_100, ! 7 p. 100, riz 4 p. 100, ceuf
caséine
Acide aspartique. ... 7,4 ; 9,2 10,5
Thréonine ......... 3,8 ‘ 3,6 5,0
Sérine ............. 5,2 5,2 7,8
Acide glutamique .. 20,85 18,2 12,6
Proline ............ 215 4,65 3,7
Glycine ........... 2,8 4,75 3,3
Alanine ........... 3,75 6,0 5,85
Valine ............ 7,0 6,85 7,3
Cystine ............ 0,75 2,7 i 2,7
Méthionine ........ 3,35 2,7 3,3
Isoleucine ......... - 5,25 4,6 5,65
Leucine ........... 9,2 8,8 9,0
Tyrosine .......... 5,1 5,05 5,0
Phénylalanine ...... 5,45 5,5 4,25
Lysine ............ 6,9 4,1 | 7,5
Histidine........... 2,8 2,4 2,45
Arginine ........... (%) 8,7 6,3
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Les quantités d’azote renfermées dans chaque fraction des contenus de ceecums des animaux
ayant requ les différents régimes sont sur la figure 1. Quel que soit le régime, les caecums des
rats axéniques renferment plus d’azote que ceux des rats « holoxéniques » ; cette différence est
due & une augmentation de I'importance des matiéres azotées contenues dans les fractions I et II,
qui contraste avec une diminution de celle des matiéres azotées de la fraction III liée certainement
4 l'absence de corps microbiens et peut-étre a la diminution de la vitesse de desquamation de
I'épithélium intestinal. Chez les animaux axéniques, les plus grandes différences de teneurs en
azote lides au régime sont observées dans le cas de la fraction I et les plus faibles dans le cas de la
fraction III. De plus les fractions IT et IIT des contenus de cecums des rats qui ont regu le régime B
(7 p- 100 M.A, riz) renferment respectivement autant et plus d’azote que les fractions correspon-
dantes provenant des animaux qui ont consommé le régime A (22 p. 100 MA, caséine).

Nmg/contenu czcal axenique Nmg/conteu czcal « holoxenique »

—150

fraction T

fraction IC

fraction TIL

08 4 7 22 M.AXdurégime 08 4 7 ¢ 22

Fic. 1. — Azote contenu dans le cecum de rat axénique et « holoxénique »,
répartition selon la solubilité dans Uéthanol 80 p. 100 et 'A. T. C. 10 p. 100,
VVariation avec la teneur en matiéres agotées du régime

Les résultats de 1'étude des composés azotés solubles dans I'éthanol ont été publiés précé-
demment (CoMBE ef al., 1965 ; COMBE et SACQUET, 1966) ; les acides aminés libres sont présents
en grandes quantités : 5,2 et 3,7 mg/g de contenus frais respectivement pour les régimes a 22 p. 100
et & 7 p. roo de protéines, dans le cas des rats axéniques, alors que leur concentration est trés
faible dans le cas des « holoxéniques » : 0,5 ¢t 0,2 mg/g respectivement pour les deux régimes. De
plus, leur répartition n’est pas la méme pour les deux types d’animaux. C’est ainsi que les propor-
tions de sérine et de thréonine sont 2 et 4 fois plus élevées, et la proportion d’alanine 2 fois plus
faible chez les animaux axéniques que chez les témoins. En outre, les cecums des animaux axé-
niques conticnnent de I'urée en concentration égale a celle du plasma sanguin, alors qu’iln’y en a
aucune trace dans le cas des holoxéniques.

La composition en acides aminés de la fraction II du contenu de ceecum de rat axénique est
donnéz dans le tableau 3.

Les caractéristiques principales de cas composés ont déja été soulignées dans le cas du régime
a 22 p. 100 de protéines (COMBE et Prox 1966} : les teneurs en thréonine et en sérine sont supé-
rieures, et les teneurs en glycine, leucine, tyrosine, phénylalanine et méthionine inférieures a
celles trouvées généralement pour ces acides aminés dans les protéines animales (muscle, tissu
intestinal) mais elles rappellent celles des mucoprotéines et de certaines enzymes pancréatiques.

La détermination de la composition en acides aminés de la fraction II des contenus de cazcums
de rats axéniques soumis aux autres régimes fait apparaitre des caractéristiques similaires. Toute-
fois, l'influence du régime alimentaire est notable : les teneurs en sérine, valine, isoleucine, leucine
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sont nettement plus élevées dans le cas des rats recevant le régime A (caséine) que dans celui des
autres animaux. Les teneurs en acide aspartique, acide glutamique, lysine et histidine diminuent
avec le taux protéique de la ration. Il est difficile de dire si ces différences correspondent a des
proportions différentes des protéines d’origine alimentaire dans les contenus ou a des variations
dans les proportions des matiéres azotées d’origine endogene. En revanche, la nette augmentation
de la teneur en thréonine observée lorsque le taux protéique de la ration diminuc permet de sup-
poser que la proportion des matieres azotées d’origine endogéne dans les matiéres azotées totales
varie en sens inverse de 'apport azoté alimentaire. De plus, la part des acides aminés dans les
matiéres azotées totales de la fraction II est nettement plus importante dans le cas du régime a
22 p. 100 de protéines (64 p. 100 de I'azote total) que de celui & 7 p. 100 (52 p. 100 de V'azote total)
et des autres régimes (40 et 47 p. 100 de I'azote total). Il est vraisemblable que cette augmenta-
tion est liée & une diminution de la proportion de sucres aminés caractéristiques d’'une partie des
matiéres azotées endogénes.

TABLEAU 3

Contenus de cecum de vat axénique, fractions II et 111
Composition en acides aminés (g/16 g N). Variations avec le végime

\
Fraction II Fraction III I
solubles ATC 10 9, | résidu insoluble ;
A B | ¢ D A B C ' D | trait (1
Régime 22 %, 7 %, | & %, |0,8 %, 22 9, 7 %, 4 %, (0,8 %,| A
./ . / | ATC 1 9
caséine riz ceuf caséine riz ceuf |
|
J
Acide aspartique ..| 11,6 10,7 8,95 6,8 7,8 7,05 7,2 7,2 | 7,4
Thréonine ......... 6,% 7,35 7,65 11,65 5,2 4,45 4,85 4,7 | 3,9
Sérine ............ 9,05 5,4 4,45 5,8 6,5 5,75 7,55 5,7 | 3,8
Acide glutamique ..| 17,2 10,15 5,65 6,05 15,7 14,6 8,8 l 10,4 ‘ 11,95
Proline............ 4,7 4,1 4,1 6,1 5,8 4,85 4,05 5,8 4,2
Glycine ........... 3,2 34 2,9 2,95 | 4,9 445 | 3,75 ' 5,0 ‘ 6,0
Alanine ........... 2,9 21 1,5 2,0 4,7 4,9 3,4 3,9 | 4,8
Valine ............ 4,0 2,7 1,4 2,3 6,4 3,7 4,05 4,8 \ 4,95
Cystine ........... n. d. 1,75 n.d n.d. n. d. 4,9 3,6 n.d. ‘ 1,95
Méthionine ........ 0,6 0,45 0,5 0,4 2,5 2,8 1,45 1,45 1,15
Isoleucine ......... 3,7 1,5 1,0 1,7 4,6 3,75 3,1 3,3 ‘ 3,7
Leucine ........... 3,3 1,6 1,1 2,145 ],0 7,95 5,45 5,00 6,6
Tyrosine .......... 1,4 0,7 nd. | nd 5,0 4,2 2,65 | 841
Phénylalanine ..... n. d. n. d. 0,45 1,05 4,15 4,8 3,35 ; 3,85
Lysine ............ 535 | 445 | 3,5 3,15 | 37 3,05 | 4,6 I 78
Histidine ......... 1,75 | 1,3 2| 15| 20 2.1 2,0 2.05
Arginine .......... 2,8 3,1 1,9 ) 2,0 J 3,4 4,7 4,5 4,8
J |

(1) Extrait provenant du grattage de I’épithélium intestinal (porc).

Les concentrations en acides aminés indispensables sont généralement plus faibles dans le
cas du régime C (4 p. 100, ceuf) que dans celui du régime D (0,8 p. 100 : protéiprive). Toutefois,
comme I'importance de cette fraction est plus grande chez les animaux ayant consommeé la ration
4 base de protéines d’ceuf, les quantités de la plupart de ces acides aminés présentes dans les frac-
tions II des cacums sont du méme ordre de grandeur pour les deux régimes. La lysine et I'his-
tidine se trouvent en quantités plus importantes dans les ceecums des rats ayant regu le régime C
(4 p- 100, ceuf).

Les proportions des différents acides aminés de la fraction II1 varient relativement peu avec
le régime, et ne différent pas beaucoup de celles des aliments ingérés, ni de celles des protéines.
extraites de 1'épithélium intestinal (tabl. 3). Les variations observées ne reflétent que faiblement
celles de la composition des aliments : la teneur en acide glutamique des protéines de la fraction ITI
des contenus de cecums varie nettement moins que la teneur correspondante des protéines alimen-
taires.
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Les teneurs en lysine des protéines des contenus sont nettement plus faibles que celles des
protéines épithéliales et des protéines alimentaires, méme dans le cas du riz. Elles diminuent quand
la teneur en protéine de I’aliment augmente. Ces faibles teneurs sont probablement dues & la libé-
ration préférentielle de lysine par des enzymes protéolytiques d’origine pancréatique, ou prove-
nant de la muqueuse intestinale. En effet, REDDY, PLEASANTS et WOSTMANN (1969) ont trouvé
que les enzymes pancréatiques et en particulier la trypsine avaient une activité tres élevée dans
le caecum de rats axéniques. De plus, JERVIS et BIGGERs (1964) ont mis en évidence chez la souris
axénique la présence en concentrations particulieérement importantes dans la muqueuse intesti-
nale, d’endo-enzymes qui doivent étre libérées au cours de la desquamation de ce tissu.

La teneur en sérine refléte, dans le cas de 1'ceuf, celle de la protéine ingérée. Les tencurs en
cystine se sont révélées, dans les cas out elles ont été détermindes, tres élevées et notablement
différentes de celles des aliments.

On observe peu de différence de composition entre les contenus des animaux ayant regu le
régime protéiprive, et ceux qui ont consommé le régime a 4 p. 100 de protéines d’ceuf. Comme les
variations de la quantité d’azote présente dans la fraction IIT sont trés faibles par rapport aux
différences des quantités d’azote ingérées, les quantités de chacun des acides aminés présents dans
chaque contenu varient trés peu en comparaison des différences de teneurs azotées dans les ali-
ments. Elles sont toutefois nettement plus élevées chez les animaux qui ont regu le régime C
(7 p. 100, riz) que chez les autres, en particulier en ce qui concerne 'acide glutamique, la phényl-
alanine, l’alanine, la tyrosine, la leucine, la valine et l'isoleucine (tabl. 2 et 3).

Cette relative accumulation doit étre le résultat d’une indigestibilité d'une partie des matieres
azotées du riz, peut-étre lide A la stérilisation de l'aliment par la chaleur alors que les faibles quan-
tités d’acides aminds trouvées dans les matiéres azotées insolubles des contenus de cecums des
animaux ayant consommé les autres rations, et en particulier le régime le plus riche en azote,
permettent de supposer que la digestibilité vraie de leurs protéines est trés élevée.

Regu pour publication en juillet 1970.

SUMMARY

EFFECT OF NATURE AND RATE OF DIETARY PROTEINS
ON THE AMINO-ACID COMPOSITION
OF THE CECAL CONTENT OF GERM-FREE RATS

The purpose of this work was to study nitrogenous matter in cecal contents of germfree
rats under several dietary conditions. Germfree (GF) and Conventional (CV) adult male Wistar
(CF), Gif) rats were fed ad libitum according to the procedure described table 1 and 2 for 8 days.
At the end of the experiment, cecal contents from numbutal anesthetized rats of the same group
were pooled together. Fractionation from each batch gave : I = ethanol 8o p. oo soluble material ;
II = TCA 10 p. 100 soluble ; IIT = residue insoluble in ethanol and TCA. Nitrogen (micro
kjeldahl) and amino acids (automatic column chromatography according to MooRE and STEIN
after acid hydrolysis).

In each fraction were assayed. Dry matter intake was 20 g/day/animal before sampling day.
In these experimental conditions the GF cecums hold more nitrogen than the CV (fig. 1),
and this difference accounts for ethanol and TCA soluble fractions (I and II). GF fractions I
and IT Nitrogen contents increase with level of crude protein in the diet, while fracticn IIT Nitro-
gen content is rather constant. B diet leads to a higher nitrogen content for fraction 111 in GF
and CV pools. GF f{fraction II (table 3) is always higher in threonine (6.4 ;7.35; 7.65;
11.65 mg/16 g N with respectively A, B, C, D diets) and serine (9.05 ; 5.4 ; 4.45 ; 5.8 mg/16 g N
with A, B, C, D diets) and lower in glycine leucine tyrosine phenylalanine and methionine than
usual for animal proteins. Mucoproteins and pancreatic enzymes are known to have similar
characteristics. When crude protein of the diet falls from 22 p. 100 to 7, 4 and 0.8 p. 100, threonine
concentration in the GF fraction II pools increases very much, and total amino acids nitrogen
accounts for less of the total nitrogen, that is aminosugars proportions become higher. These
observations lead to speculate that proportion of endogenous proteins of GF cecal proteins
increases when crude proteins proportion decreases in the diet. In fraction III (table 3) of GF cecal
content pools. amino acid composition was not found different from amino acid composition of
intestinal epithelium. Amino acid levels in fraction III were not modified by crude proteins of
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the diet except for the diet C where steam sterilization might have been of some dommage for
rice proteins. Lysine only was found lower in all fractions III than in animal proteins : 3.7 ;
3.05; 4.6 ; 4.8 mg[16 g N with A, B, C, D diets. This fact may be accounted for specific action of
pancreatic enzymes on lysine bounds proteins of the germiree digestive contents.
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