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Revue sur les méthodes de dosage de la lignine
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Institut National agronomique Paris-Grignon
16, rue Claude-Bernard, F 75231 Paris Cedex 05

Résumé

La lignine est un composé pariétal de nature non glucidique dont la structure est
complexe et variable selon les aliments. C’est un facteur de variation important de la valeur
énergétique des aliments, puisqu’elle est indigestible et entrave I'utilisation digestive des
glucides pariétaux.

De nombreuses méthodes d’analyse, principalement de nature chimique, ont été
utilisées pour déterminer la teneur de ce constituant. Cependant, aucune d’entre elles ne
permet d’obtenir une fraction analytiquement pure et qui n’ait subi de perte préalable.
Cette carence méthodologique peut s’expliquer par la complexité et la diversité des
fractions « dites ligneuses ».

Les comparaisons des méthodes d’estimation de la lignine dans le contexte de
Palimentation animale sont rares. Avec les données actuellement disponibles, aucune
méthode d’analyse ne s’avére &tre supérieure aux autres et les méthodes les plus utilisées
sont celles qui sont les plus simples 4 mettre en ceuvre. Il semble nécessaire d’entreprendre
des études complémentaires de comparaison, notamment pour les aliments concentrés et les
sous-produits dont la composition chimique et lorigine botanique sont beaucoup plus
variables que celles des fourrages.

Mots clés : lignine, revue, estimation, aliments, signification nutritionnelle.

Introduction

La lignine est un terme générique qui désigne un ensemble de substances de
haut poids moléculaire, de nature non glucidique et de constitution encore mal connue.
Il semble maintenant admis que ce polymére tridimensionnel provient de la copoly-
mérisation de trois alcools phénylpropénoiques (alcools coumarylique, coniférylique
et sinapylique) (FREUDENBERG, 1965 ¢t MonTiEs, 1980). A la suite de SARKANEN &
LubwiG (1971), certains auteurs préferent utiliser le terme de « lignines » a la place de
celui de « lignine » pour bien mettre en évidence I’hétérogénéité des substances que
P'on appelle ainsi. MoNTIES & LAPIERRE (1981) distinguent trois grands types d’hété-
rogénéité : hétérogénéité de la composition monomérique, hétérogénéité dans la fré-
quence des liaisons et hétérogénéité de 1’hétéropolymérisation.

Deés 1860, HENNEBERG et STOHMANN ont observé que la partie indigestible de
Pextractif non azoté (schéma de WEENDE) d’une ration de foin et de paille distribuée
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a des vaches avait une composition proche de celle décrite par SCHULZE en 1857 pour
la lignine (FISCHER, 1961 b). Quelques années plus tard, DIETRICH & KoNIG (1871) ont
fait une observation analogue sur la fraction cellulose brute de la ration. D’autres
études dont celles de CsoNkA, PHILLIPS & JoNES (1929) ont montré que la lignine
n’cst vraisemblablement pas, ou que trés peu, digérée par les animaux supérieurs. De
plus, sa présence dans la paroi végétale entrave la digestion des autres constituants
pariétaux, car les bactéries ne peuvent dégrader les tissus lignifiés comme AKIN (1979)
et HARBERS et al. (1981) 'ont montré par microscopie électronique. Cette observation
cst probablement liée au fait que la lignine est associée aux hémicelluloses par des
liaisons de covalence (MoRRISON, 1979). De ce fait, la nature et la fréquence des
liaisons lignine-glucides pariétaux constituent des facteurs de variation prépondérants
dec la digestibilité de la fraction pariétale des aliments. L’importance de ces facteurs
est d’autant plus grande sur la digestibilité de la mati¢re organique, donc sur la valeur
¢nergétique des aliments, qu’ils contiennent une proportion élevée de paroi végétale.

De ce fait, de nombreuses études ont été entreprises depuis unc centaine d’années
pour évaluer la teneur en lignine des aliments destinés aux animaux domestiques et en
déduire des lois de prévision de leur C.U.D. comme le montre notamment la revue de
FISCHER (1961 b). Des méthodes de dosage de la lignine trés différentes ont été
utilisées a I'occasion de ces travaux.

Depuis une vingtaine d’années, les recherches de modeles de prévision de plus
en plus précis et universels de la valeur énergétique des aliments et la simplification
progressive des méthodes d’estimation de la lignine ont sensiblement accru I'intérét
de pouvoir estimer la teneur en lignine des aliments par des méthodes susceptibles
d’étre utilisées en grande série par des laboratoires de controle.

Il semble donc opportun de réaliser un travail bibliographique faisant le point
des méthodes et travaux publiés pour tenter d’en extraire des bases de choix d’une
méthode d’estimation de la lignine qui soit applicable en grande série afin d’apprécier
la valeur nutritive énergétique des différents aliments distribués aux animaux do-
mestiques.

I. Les méthodes d’estimation de la lignine utilisées en alimentation animale

Des 1883, FREMY a su définir la lignine en des termes qui permettent de comprendre
les principes sur lesquels sont fondées les principales méthodes de dosage :

« C’est la substance qui forme la partie principale des vaisseaux. Elle accompagne
presque toujours les corps cellulosiques, elle lie entre elles les fibres et les cellules ;
ses caractéres chimiques sont nets...; elle est insoluble dans le réactif ammoniaco-
cuivrique, méme aprés action des acides, elle résiste pendant longtemps 2 Dacide
sulfurique concentré ; elle est rapidement attaquée par le chlore, par les hypochlorites
et par les oxydants tels que 1’acide azotique, I’acide chromique et le permanganate de
potasse. La vasculose produit, sous ces différentes influences, des acides résineux
solubles dans les alcalis et peut étre ainsi séparée des corps cellulosiques ».

Les méthodes d’estimation de la lignine utilisées en alimentation animale sont
issues de celles pratiquées dans I'industrie papetiére. Elles ont été congues pour ded
£chantillons de bois, c’est-a-dire des substrats riches en constituants fibreux et ligneux
et pauvres en matiéres azotées, graisses ou glucides solubles qui sont des substances
susceptibles d’interférer dans le dosage de la lignine. De ce fait, ces méthodes de dosage
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peuvent étre, dans certains cas, mal adaptées aux fourrages, sous-produits et aliments
concentrés, employés en alimentation animale dont les teneurs en constituants non
pariétaux sont parfois élevées.

A. Méthodes gravimétriques

1. Méthodes basées sur une hydrolyse en milieu acide concentré

Ces méthodes, dites Jignines de KLASON, utilisent la propriété de l'insolubilité de la
lignine dans un milieu acide concentré qui hydrolyse et dissout les autres constituants
pariétaux (cellulose et hémicelluloses). Elles ont pour objectif 'obtention d’un résidu
uniquement ligneux et sont toutes plus ou moins construites sur le méme schéma qui a
été pour la premiére fois décrit dans son intégralité par ELLIS, MATRONE & MAYNARD
(1946) (fig. 1). Chacune des étapes a pour objectif, soit d’extraire des substances qui
pourraient former des produits de condensation avec la lignine au moment de ’attaque
par I'acide concentré, soit de précipiter des formes solubles de la lignine suivant
l'ordre suivant :

1) extraction des glucides cytoplasmiques, cires, matiéres grasses et pigments ;

2) extraction des protéines ;

3) extraction des produits hémicelliulosiques ;

4) extraction des produits cellulosiques ;

5) précipitation de la lignine restée en solution aprés ’hydrolyse principale par
post-hydrolyse.

extraction pendant 4 heures
avec un mélange alcool (32 p. 100) - benzeéne (64 p 100)
extraction for 4 hours
in an alcohol (32 p. 100) - benzene (64 p. 100} mixture
¥

digestion pepsique en milieu chlorhydrique

[1 p. 100 pepsine dans 0,1 NHCI a 40 °C (pendant la nuit)]
pepsic digestion in hydrochloric acid

[1 p. 100 pepsin in 0.1 NHCI at 40°C (overnight)]

extraction avec reflux dans H.SO, 5 p. 100 pendant 1 heure
refluxing extraction in 5 p. 100 H.SO, for 1 hour

digestion avec H.SO, 72 p. 100 pendant 2 heures a 20 "C
digestion with 72 p. 100 H.SO, for 2 hours at 20°C

dilution dans H.SO: 3 p. 100 et reflux pendant 2 heurcs
dilution in 3 p. 100 H.SO, and boiling under reflux for 2 hours

filtration du résidu
séchage et pesée
filtration of the residue

oven-drying and weighing .

ying ging — lignine
« ’ . - .) 7
minéralisation lignin
ashing

FiGg. 1
Schéma de la méthode de Ellis, Matrone et Maynard (1946).
Method of Ellis, Matrone and Maynard (1946).
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Alors que les objectifs de chacune des étapes sont facilement discernables, les
publications ne permettent pas toujours de cerner les motivations des choix techniques,
ni méme dans certains cas de juger objectivement de leur efficacité.

a) Extraction des glucides cytoplasmiques, cires, matiéres grasses, pigments,
résines et tannins

Dans la méthode proposée par KLAsoN (1880), I’échantillon subit un prétraitement
a l’alcool-benzéne (1 : 2), suivi d’un lavage au mélange alcool-eau. De nombreuses
méthodes comprennent un tel prétraitement dont la durée a varié de une (ARMITAGE,
ASHWORTH & FERGUSON, 1948) a soixante heures (SHERRARD & HARRIS, 1932) géné-
ralement effectué avec un appareil de type Soxhlet. Cette phase opératoire peut étre
complétée par un lavage avec de I'eau contenant de I’éther (McDouGALL & DE LoNG,
1948) ou avec de l'alcool (ErLLIS, MATRONE & MAYNARD, 1946) afin d’éliminer les
derniéres traces de benzéne.

A la suite des travaux de BEVENUE & WILLIAMS (1959) sur l'utilisation des
détergents dans I'obtention des résidus pariétaux, ces prétraitements ont été supprimés
et remplacés par des hydrolyses en milieu acide en présence de détergents : bromure et
cétyltriméthylammonium (Van Soest, 1963), fig. 2, laurylsulfate de sodium (FONNEs-
BECK, 1976, abeson K (benzéne alkylsulfonate acide) (NEDOMA, STAJGR & MIKA, 1978)
ou rodapon 80 p. 100 (benzeéne alkylsulfonate de sodium) (méthode de I’Oskar Kellner
Institute : O.K.I.).

extraction pendant 1 heure
dans une solution normale d’acide sulfurique
contenant du bromure de cétyltriméthylammonium

extraction for 1 hour with normal sulfuric acid
containing cetyltrimethylammonium bromide

séchage pendant 8 heures a 100 °C
oven-drying at 100 °C for 8 hours

traitement par H.SO. 72 p. 100 pendant 3 heures
digestion with 72 p. 100 H,SO, for 3 hours

séchage pendant 8 heures a2 100 °C

oven-drying for 8 hours at 100 °C — lignine

minéralisation & 550 °C lignin
ashing at 550 °C

Fi1G. 2

Schéma de la méthode de Van Soest a lacide sulfurique 72 p. 100 (Van Soest, 1963).
Method of Van Soest with 72 p. 100 H.SO, (Van Soest, 1963).

b) Extraction des protéines

La méthode de déprotéinisation par la pepsine en milieu chlorhydrique (0,1 N)
est celle qui a été la plus utilisée ( CRAMPTON & MAYNARD, 1938 ; ELL1S, MATRONE
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& MAYNARD, 1946 ; MOON & ABOURAYA, 1952 a ; GAILLARD, 1958 ; SULLIVAN, 1959 ;
FONNESBECK, 1976 (fig. 3). D’autres enzymes protéolytiques ont été employées : trypsine
dans un milieu de carbonate de sodium (ARMITAGE, ASHWORTH & FERGUSON, 1948) ou
pancréatine (HALLSWORTH, 1950). CzZERKAWSKI (1967) a fait agir de la pancréatine en
plus de la pepsine, et Davis & MILLER (1939) ont méme employé trois enzymes pour
le prétraitement : pepsine, clarase et trypsine. Les différentes enzymes utilisées pro-
viennent d’organismes animaux dans lesquels elles interviennent a différents niveaux
du tractus digestif.

Les travaux de BEVENUE & WILLIAMS (1959) ont mis en évidence l'aptitude de
certains détergents a diminuer le taux azoté du résidu pariétal en plus de leur action
sur les substances de nature lipidique. Ils sont a l'origine de différentes méthodes
qui ne comprennent pas d’étapes enzymatiques dont les plus connues sont celles de
Van SoesT (1963), FONNESBECK (1976), NEDOMA, STAJGR & MIkA (1978) ou de I’Oskar

Kellner Institute.

¢) Préhydrolyse

La préhydrolyse par un acide minéral fort et dilué est une étape commune
a4 presque toutes les méthodes puisque cette phase est seulement inexistante dans
les méthodes anciennes de KLASON (1880) et de MaHoop & CABLE (1922) et dans
celle proposée plus récemment par CHRISTIAN (1971). L’acide sulfurique est celui qui
a été le plus employé a une concentration de 5 p. 100 (P/V) ou normale (4,9 p. 100
P/V) éventuellement en présence d’'un détergent (Van SOEST, 1963 et NEDOMA, STAJGR
& Mixa, 1978). Il a été remplacé par de l'acide chlorhydrique a des concentrations
faibles : 1 p. 100 (McDoucaLL & De LonG, 1942), 2,1 p. 100 (SPRINGER, 1949),
5 p. 100 (ARMITAGE, ASHWORTH & FERGUSON, 1948), 0,5 N (CzeErRkAwskI, 1967) ou
0,7 N (SaLo, 1965) (fig. 4).

extraction 2 chaud par I’éthanol
80 p. 100 a 90 °C
hot extraction with 80 p. 100 ethanol at 90°C

empesage-autoclavage 1 h a 130°C

attaque par glucoamylase a pH 4,7 a 55 °C
incubation in autoclave for 1 hour at 130 °C
attack with glucoamylase (pH 4.7) at 55°C

hydrolyse par HCl 0,7 N (5 heures a 100 °C)
hydrolysis with HCl 0.7 N (5 hours at 100 °C)

digestion avec H.SO, 72 p. 100 (5 heures & 20 °C)
digestion with 72 p. 100 H.SO, (5 hours at 20 °C)

hydrolyse avec H.SO, 1 N (4 heures & 100 °C)

hydrolysis with 1 N H.SO, (4 hours at 100°C) — lignine

minéralisation lignin
ashing

FiG. 4

Schéma de la méthode de Salo (1965).
Method of Salo (1965).
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d) Hydrolyse principale

Les méthodes comprennent généralement une hydrolyse a 'acide sulfurique trés
concentré (H,SO, 72 p. 100 p/p ou 27 N) d’une durée variant entre deux et trois
heures pour les méthodes concernant les fourrages ou les aliments concentrés (fig. 3).
La lignine estimée gravimétriquement en tant que résidu organique de cette attaque
est généralement appelée « lignine H,SO, 72 p. 100 » ou « lignine KrasoN» du
nom du chercheur qui, dés 1880, I’a appliquée a des échantillons de bois.

SPRINGER a proposé en 1949 une méthode basée sur une hydrolyse avec de
I’acide sulfurique & 78 p. 100, c’est-a-dire & une concentration supérieure a celle
généralement utilisée (D = 1,704 a 20°C). C’est cette méthode schématisée dans
la figure 5 qui a été utilisée par NEHRING dans ses études sur les aliments concentrés

(NE"grRING & LAUBE, 1955).

extraction a I’éther pendant 8 heures
extraction with ether for 8 hours

extraction a l'alcool pendant 8 heures
extraction with alcohol for 8 hours

extraction a I’eau pendant 16 heures
extraction with water for 16 hours

extraction avec HCI 2 p. 100 a reflux pendant 5 heures
extraction with 2 p. 100 HC! under reflux for 5 hours

extraction a I’eau pendant la nuit
extraction with water (overnight)

filtration et lavage
filtration and washing

séchage a 95 °C pendant 6 heures et pesée
drying at 95°C for 6 hours and weighing

digestion dans H.SO, 78 p. 100 pendant 2 heures

digestion in 78 p. 100 H.SO, for 2 hours ..
— I}gn}ne

extraction dans H.SO; dilué pendant 5 heures lignin

extraction in dilute H,SO, for 5 hours

lavage, séchage et pesée
washing, drying and weighing

FiG. 5

Schéma de la méthode utilisée par Nehring (Nehring et Laube, 1955).
Method used by Nehring (Nehring and Laube, 1955).

L’autre acide minéral fort et concentré qui a été utilisé est ’acide chlorhydrique.
Ainsi, en 1913, WILLSTATTER & ZECHTMEISTER ont proposé un traitement & l’acide
chlorhydrique fumant (d = 1,21) sur du bois. A cette concentration, 'acide chlorhy-
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drique dissout facilement la cellulose et les hémicelluloses et laisse la lignine sous
forme d’un résidu insoluble. Cette méthode a été améliorée et utilisée par KrRULL
(1916), Goss & PHiLLIPS (1936) sur des échantillons moins ligneux (pailles, balles,
épis) puis par SZENTMILAHYI (1972).

e) Post-hydrolyse

Dans la plupart des méthodes, le résidu obtenu aprés action de I’acide concentré
est soumis a une post-hydrolyse avec de I’acide dilué par addition d’eau (concentration
de 5 p. 100 (MaHOOD & CABLE, 1922, JARRIGE, 1961 a), figure 6, ou 3 p. 100 (RITTER,
SEBORG & MITCHELL, 1932). Cette dilution a été introduite en 1916 par KrRULL pour
les méthodes basées sur une hydrolyse avec de 'acide chlorhydrique concentré.

f) Conclusion sur les modes opératoires utilisés dans lobtention des lignines
Krason

I1 existe donc de trés nombreuses variantes de la méthode de Krason utilisées en
alimentation animale. Cependant, toutes les méthodes sont baties sur le schéma
décrit par ELLIS, MATRONE & MAYNARD (1946), méme si certaines étapes sont omises
dans certains cas.

extraction a l'eau tiéde
extraction with warm water

extraction au mélange alcool-benzéne (2 : 1)
pendant 16 heures

extraction in an alcohol-benzene mixture (2 :1)
for 16 hours

extraction avec H.SO; 5 p. 100 reflux pendant 3 heures
extraction with 5 p. 100 H,SO, and boiling under reflux
for 3 hours

¥
digestion avec H.SO, 72 p. 100 pendant 4 heures
digestion in 72 p. 100 H,SO; for 4 hours

dilution dans H.SO, 5 p. 100 et reflux pendant 3 heures, pesée
dilution in 5 p. 100 H.SO, and boiling under reflux
for 3 hours

minéralisation, pesée — lignine
oven-drying, ashing and weighing lignin

FiG. 6

Schéma de la méthode de Jarrige (1961).
Method of Jarrige (1961).

Deux méthodes utilisées en alimentation humaine pour estimer la lignine des
produits céréaliers méritent d’étre signalées : en effet, elles incluent dans le schéma
précédent des phases de traitement par des enzymes amylolytiques : glucoamylase
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seule (SOUTHGATE, 1969) ou glucoamylase puis takadiastase (ELCHAZLY & THOMAS,
1976). Ces traitements antérieurs a la préhydrolyse permettent, notamment, d’éviter
la formation de produits de condensation entre la lignine et les glucides solubles.

2. Méthodes basées sur lextraction de la lignine

Le principe de la mesure consiste a déterminer la lignine comme étant la perte
de poids de I’échantillon au cours d’un traitement dit délignification.

a) Par oxydation

— Par le chlore

Les premieres méthodes utilisées dans l'industrie papetiére pour délignifier le
bois résident dans la réaction du chlore sur la lignine et la formation de dérivés de
substitution chlorés qui peuvent &tre éliminés par ébullition dans une solution de
sulfite de soude (DOREE, 1949). C’est le principe de la méthode décrite par Cross
& BEVAN (1903), reprise par SCHORGER (1917) qui a ajouté une phase de délipidation,
puis par Goss & PHILLIPS (1936). NORMAN & JENKINS (1933) ont utilisé 1’action
alternée et délignifiante du sulfite de sodium mélangé a de I’hypochlorite de sodium
en milieu neutre puis acide sur des échantillons de bois.

extraction a I’ébullition pendant 2 heurcs

dans 200 ml oxalate d’ammonium a 0,5 p. 100
extraction by boiling for 2 hours

in 200 ml of ammonium oxalate (0.5 p. 100)

filtration et séchage dans un creuset
filtration and weighing in a crucible

1 partie du résidu transféré et mis dans 1 solution
d’acide acétique a 1 p. 100

1 part of the residue is transferred

to a 1 p. 100 acetic acid solution

¥
chauffage a 70 °C et addition de 1,0 g de chlorite de sodium
pendant 3¢/
addition of 1.0 g sodium chlorite for 30’ and heating at 70 °C

N
addition de 0,25 g de chlorite de sodium
et chauffage pendant 15/
addition of 0.25 g sodium chlorite and heating for 15

refroidissement et addition d’acide ascorbique
cooling and addition of ascorbic acid

séchage et pesée
drying and weighing

Lignine : fraction soluble dans le traitement au chlorite de sodium.
Lignin : fraction dissolved in sodium chlorite treatment.

Fig. 7

Schéma de la méthode de Collings et al. (1978).
Method of Collings and al. (1978).



94 S. GIGER

MATRONE, ELLIS & MAYNARD (1946) ont amélioré l'utilisation de cette méthode
par l'addition d’une phase sodique. Dans toutes ces méthodes, les hémicelluloses sont
éliminées par le traitement alcalin.

Enfin, COLLINGS, YOKOYAMA & BERGEN (1978) utilisent une méthode au chlorite
de sodium (fig. 7). Cette méthode a comme principe de base I'oxydation des cycles
phényl de la lignine par le chlorite de sodium.

— Par le permanganate

Van SoesT & WINE (1968) ont proposé une méthode dans laquelle, apres un
prétraitement de Déchantillon par une solution détergente en milieu acide (Van
Soust, 1963) I'oxydation de la lignine se fait par action du permanganate de potassium
(fig. 8). La « lignine permanganate » est estimée par la perte de poids liée au traite-
ment par le permanganate sur le résidu issu du traitement par un détergent en milieu
acide (ADF) (Van SoEesT, 1963).

extraction pendant 1 heure

dans une solution normale d’acide sulfurique
contenant du bromure de cétyltriméthylammonium
extraction for 1 hour in a normal solution

of sulfuric acid

containing cetyltrimethylammonium bromide

séchage et pesée
drying and weighing

traitement pendant 907 par une solution tampon
contenant du permanganate de potassium
incubation for 90’

with a potassium permanganate buffer

séchage pendant 8 heures a 100 °C - llllf,ﬁll?le
drying for 8 hours at 100°C
1
pesée
weighing

FiG. 8

Schéma de la méthode de Van Soest au permanganate de potassium
(Van Soest et Wine, 1968).

Method of Van Soest with potassiumm permanganate (Van Soest and Wine, 1968).

b) Par disso!ution

La méthode proposée par EpwARDs (1973) consiste en la dissolution e la lignine
contenue dans le résidu ADF par un mélange de triéthyléne glycol activé par de
Pacide chlorhydrique (fig. 9).

B. Méthodes non gravimétriques

1. Basées sur des propriétés optiques

La lignine peut étre solubilisée par un mélange de bromure d’acétyle ct d’acide
acétique et présente dans ces conditions un spectre avec un pic d’absorption a
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280 nm. Cette propriété a été utilisée par JOHNSON, MOORE & ZANK (1961) et reprise
par MORRISON (1972).

Norris ef al. (1976) ont étudié¢ la réflectance dans l'infrarouge d’échantillons
de fourrages pour une gamme de longueurs d’ondes comprise entre 1,4 et 2,4 pm.
A partir de mesures faites parallelement selon la méthode de Van SoEsT (Van SOEST,
1963 ; Van SOEST & WINE, 1968), NORRIS et al. (1976) ont établi des équations de
prévision de cette lignine en fonction des résultats obtenus par réflectance.

Résidu ADF

(méthode de Van Soest, 1963)

ADF residue

(method of Van Soest, 1963)
¥

échantillon autoclavé & 121 °C sous P = 103,4 kPa
pendant 1 heure dans une solution 6,3 ml HCI

a 32 p. 100 A R. par litre de triéthyléne glycol

sample autoclaved at 121°C, under 103.4 KPa pressure,

for one hour in a solution containing 6.3 ml of HCI
(32 p. 100 fiR.) /litre of triethylene glycol

élimination du « triéthyléneglycol », lavage a I’acétone,
séchage...

elimination of triethylene glycol,

washing with aceton, drying.

séchage a 100 °C pendant 8 heures et pesée
drying at 100 °C for 8 hours and weighing

Lignine : perte de poids entre le résidu ADF et celut sortant de I’étuve.

Lignin : loss of weight between ADF residue and oven-dried residue.

Fic. 9

Schéma de la méthode d’Edwards (1973).
Method of Edwards (1973).

2. Calorimétriques

ScHrRaMM & BERGNER (1969) ont proposé d’estimer indirectement le contenu
ligneux des aliments par une méthode calorimétrique.

Aprés extraction a ’eau et délipidation, un résidu dit lignocellulosique est obtenu
par action de l'acide chlorhydrique 2 N. L’échantillon est ensuite placé dans une
bombe calorimétrique et sa chaleur de combustion mesurée. La teneur en lignine
est estimée & partir de la valeur du résidu lignocellulosique déminéralisé et des
chaleurs moyennes de combustion de la lignine (6219 cal/g) et de la cellulose

(4123 cal/g) estimées auparavant.
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II. Etude de la signification biochimique des différentes méthodes

La plupart des méthodes utilisées en alimentation animale pour estimer la teneur
en lignine des aliments sont de nature gravimétrique, donc peu spécifiques. II est donc
important de connaitre les principales limites de ces méthodes, et notamment de
déterminer le degré de contamination des substances appelées « lignines » par d’autres
comme les protéines ou les lipides ainsi que le degré de solubilisation des fractions
constituant ces lignines, afin de juger de l'intérét respectif des différentes méthodes
et de leur utilisation. Un tel objectif est cependant difficile a atteindre car ces
méthodes ont fe plus souvent été proposées et utilisées par des zootechniciens dans
un but d’application nutritionnelle, c’est-d-dire sans la nécessité d’obtenir des entités
chimiquement pures. De plus, les méthodes ont été mises au point le plus souvent
sur un faible nombre d’échantillons (moins d’une dizaine), généralement des fourrages,
ce qui ne fournit pas une représentation significative des variabilités de composition
pariétale des principaux types d’aliments distribués aux animaux domestiques. Ce-
pendant, a partir de certaines études méthodologiques plus approfondies, il est possible
de cerner les principaux avantages ou défauts des méthodes les plus utilisées.

A. Méthodes gravimétriques

1. Basées sur une hydrolyse en milieu acide concentré

a) Effets du séchage de I'échantillon

Les échantillons, et plus particulieérement les produits humides comme les
fourrages verts, sont séchés au moment de la prise d’essai afin de pouvoir les
conserver jusqu'au moment de leur analyse. Cette pratique peut présenter certains
inconvénients dans le cas des méthodes de « lignine KLASON » car un séchage initial
peut entrainer la formation d’artefacts par réaction de condensation du type MAILLARD
notamment entre les glucides et les protéines (ADRIAN, 1974). Cet effet est d’autant
plus marqué que la teneur en eau de I'échantillon avant séchage est élevée (THOMAS
& ARMSTRONG, 1949 et Moon & ABoOU-RAYA, 1952 b; McDoucALL & DEe Long,
1942 ; Van Soest, 1965), que la température est élevée (THOMAS & ARMSTRONG, 1949 ;
Van SoEsT, 1965 ; STREETER, 1969 ; GOERING, Van SOEsST & HEMKEN, 1973 ; Yu, 1976)
ct que la taille des particules est faible (MarTiLOTTI, 1973 ; HELLER, RIVERS &
HAckLER, 1977). La nature de I’échantillon influe également, car 1'effet de la tempé-
rature dc séchage est d’autant plus marqué que I’échantillon est riche en matieres
azotées (cas des fourrages jeunes; Guessous, 1983) ou en substances pectiques
(GIGER, données non publiées). Cette pratique de séchage avant analyse devrait donc
&tre remplacée par la technique de lyophilisation, qui présente cependant !'inconvé-
nicnt d’étre coditeuse.

Ces artefacts de types « lignines » peuvent étre estimés par la teneur résiduelle
en azote du « résidu insoluble dans l'acide concentré » ou « lignine brute » (JARRIGE,
1961 a). Cette détermination de l’azote résiduel peut présenter un certain intérét
nutritionnel dans le cas ol le blocage de 1'azote est dé, non pas & un traitement
de Péchantillon aprés la prise d’essai, mais & un traitement technologique qui peut
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modifier la valeur nutritionnelle d’un aliment (cas de la surchauffe pour les farines
de luzerne déshydratées). Dans ce cas, la notion de résidu insoluble dans de 1’acide
concentré qui, d’'un point de vue biochimique ne correspond pas a la lignine vraie,
peut étre d’'un point de vue nutritionnel plus intéressante que celle de lignine vraie
puisque ce résidu est essentiellement constitué de substances inutilisables par ["animal :
de la lignine et de l’azote bloqué.

p) Effet d’une extraction par des mélanges a base d’alcool

Cette étape, dite de dégraissage, est d’autant plus nécessaire que les échantillons
sont riches en tanins (RITTER, SEBORG & MITCHELL, 1932 ; SHRIKANDE, 1940) ou en
extrait éthéré (Van SOEST, 1963).

Il semble que le mélange éthanol-benzéne soit plus adapté a cette phase de
dégraissage pour la préparation du résidu ligneux que I’éthanol seul, car le mélange
¢thanol-benzéne dissoudrait en moins grande quantité les fractions dites ligneuses
(CHASTAIGNET, 1948 ; MOON & ABOU-RAYA, 1952 a; JARRIGE, 1961 b). L'effet du
dégraissage sur le dosage de la lignine est difficile & mettre en évidence puisque
I'intensité du dégraissage peut influer sur la quantité de matiére séche extraite pendant
cette phase, mais ne pas avoir d’influence significative sur le taux de lignine comme
JARRIGE I'a mis en évidence sur des fourrages (JARRIGE, 1961 b).

L’utilisation de détergents dans la méthode de Van Soest (1963) permet d’éli-
miner cette phase d’extraction du moins dans le cas des fourrages. En effet, avec
les aliments concentrés, le probléme est & reconsidérer et I’échantillon doit subir une
délipidation préalable lorsque le taux en extrait éthéré dépasse 5 p. 100 (GIGER ef al.,
données non publiées).

¢) Interférence avec les protéines

Les travaux de NorMAN & JENKINS (1934) ont mis en évidence la diminution de
I'interférence entre les protéines et les glucides (en particulier les pentoses) due a
I'action d’un prétraitement acide en milieu sulfurique normal. Ce prétraitement qui
réduit la teneur en azote de la lignine brute entrainerait une perte en lignine selon
différents auteurs (COHEN & HARRIS, 1937 ; HARRIS & MITCHELL, 1939 ; MOON &
ABOU-RAYA, 1952 b ; KiM, GILLINGHAM & LOADHOLT, 1967).

Les traitements utilisant des enzymes protéolytiques ont permis dc réduire le taux
de protéines résiduelles de la lignine. Ils ne sont cependant pas totalement efficaces
(ARMITAGE, ASHWORTH & FERGUSON, 1948 ; JOURNET & JARRIGE, 1962), et, dans
certains cas, ont conduit & des pertes en lignine notamment pour les préparations
enzymatiques utilisées en milieu basique : pancréatine (CRAMPTON & MAYNARD, 1938)
ou trypsine (JOURNET & JARRIGE, 1962). La pepsine en milieu chlorhydrique (0,1 N)
semble étre I'enzyme la plus adaptée sans étre totalement satisfaisante (JOURNET &
JARRIGE, 1962).

L’utilisation de détergents (Van SoEesT, 1963) permet de réduire le taux de
protéines résiduelles, mais [’élimination des substances azotées n’est pas compléte
(MoIr, 1972).

Ces observations ont incité MorrisonN (1973) & combiner les deux procédés :
utilisation d’un détergent et d’une préparation enzymatique.
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Une des variantes de la méthode de Van SoesT (1963) d’obtention de la lignine
consiste & faire deux hydrolyses successives a ébullition : la premiére avec une
solution contenant un détergent (le laurylsulfate de sodium) en milieu necutre (Van
SorsT & WINE, 1967) et la seconde avec du bromure de cétyltriméthylammonium en
milieu d’acide sulfurique normal (Van SoEsT, 1963) avant I'hydrolyse par 1’acide
sulfurique concentré (72 p. 100 p/v). Cette méthode a été critiquée car elle conduirait
a des pertes importantes en lignine (RiQuer, 1979), qui peuvent s’expliquer par
I'utilisation de la méthode initiale proposée par Van SOEST & WINE (1967) avec du
sulfite de sodium employé pour son action déprotéinisante. Or, cette substance posséde
des propriétés délignifiantes (NORMAN & JENKINS, 1933) mises a profit en industrie
papetiére.

La comparaison des résultats obtenus avec six matieres premiéres de nature
trés variée a montré qu’il n’y a pas de différence significative entre les valeurs de
lignine obtenues avec la méthode par enchainement (sans addition de sulfite de sodium
lors de I’hydrolyse au détergent neutre) et celle avec uniquement une préhydrolyse
avec le réactif au détergent acide (Acid Detergent Solution) (GIGER et al., données
non publiées).

Comme il semble impossible d’obtenir une lignine exempte de toute contamination
azotée du fait de la liaison étroite de fractions azotées a la lignine (BonDI & MEYER,
1948 ; PRESTON, 1979), certains auteurs ont déterminé le taux azoté du résidu ligneux
afin de le « corriger » (THOMAS & ARMSTRONG, 1949 ; JOURNET & JARRIGE, 1962).

THOMAS & ARMSTRONG (1949) opérent cette correction en multipliant le taux
azoté estimé par la méthode KjeLpanr par le coefficient 6,25, ce qui implique que
I’azote mesuré est inclus dans des molécules protidiques, ce qui n’est pas toujours
le cas. Ainsi, les produits des réactions de MAILLARD qui sont des molécules dénaturées
par la chaleur et qui pcuvent contaminer la lignine ne contiennent en général pas
16 p. 100 d’azote. De ce fait, certains auteurs mettent en doute le bicn-fondé de ce
facteur de correction, et donc de son principe en lui-méme (NORMAN & JENKINS, 1934 ;
MooN & ABou-RAYa, 1952 b ; SaLo, 1957).

d) Influence de la préhydrolyse

Cette phase opératoire permet d’éliminer un certain nombre de sucres qui
contribuent a la constitution des hémicelluloses et qui peuvent former des produits
de condensation avec la lignine au moment du traitement par l'acide sulfurique
concentré (NORMAN & JENKINS, 1934). Cependant, il semble qu'il soit tres difficile et,
voire méme impossible, de définir les modalités d’une hydrolyse acide qui permette
d’extraire la totalité des xylanes sans attaquer la cellulose tout au moins dans le cas
ol la lignine n’est pas extraite auparavant (JARRIGE, 1961 a).

Si on prend la méthode d’ELLis, MATRONE & MAYNARD (1946) comme référence,
le traitement au « détergent acide » (Van SOEST, 1963) entrainerait une perte par
dispersion colloidale de 40 p. 100 environ de la lignine sur des échantillons de foin,
paille et féces. Par contre, cc traitement présente l'avantage d’éliminer les tannins
qui peuvent contaminer les lignines dites de KLASON (PORTER & SINGLETON, 1971).

Dans la méthode dec SaLo (1965), la préhydrolyse a l'acide chlorhydrique ne
semble pas pouvoir permettre d’éliminer de maniére satisfaisante les substances
interférentes comme certaines protéines dénaturées par la chaleur lors de la fabrication
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industrielle de certains tourteaux de colza ou de tournesol (BORGIDA & TOLLIER,
1976 ; GuiLsoT et ToLLIER, 1976). La teneur en lignine brute des échantillons
obtenue par I'acide chlorhydrique 2 p. 100 est généralement plus faible que celle
issue d’une hydrolyse par I’acide sulfurique 5 p. 100 (HARRIS & MITCHELL, 1939).

e) Truitement principal

Les différents auteurs ne sont pas d’accord sur la durée de I'hydrolyse principale :
il semble qu’aprés une période minimale d’action de deux a trois heures a tempé-
raturc ambiante (15 a 20 °C) (NORMAN & ]ENKINS, 1934 ; RITTER, SEBORG & MITCHELL,
1932), il y ait condensation ou caramélisation de certaines protéines ou de certains
glucides dissous qui redeviendraient alors insolubles et augmenteraient artificiellement
le taux « de résidu insoluble dans 1’acide », (RITTER, SEBORG & MITCHELL, 1932).
En extrapolant les résultats issus de ces études sur les fourrages, une durée d’hydrolyse
de deux a trois heures devrait suffire pour les aliments concentrés puisque ces échan-
tillons contiennent en général peu de lignine.

La concentration de Vacide en elle-méme peut jouer un rdle imporiant sur la
valeur du résidu obtenu (Fi1SCHER, 1961 a) : une concentration trop faible ne permet
pas la solubilisation compléte de la cellulose tandis qu’une concentration trop forte
peut entrainer un processus d’humification (MooN & ABOU-RAva, 1952 a).

fy Effet d’un post-traitement

Les différentes études ne permettent pas de conclure définitivement sur l'utilité
d’'un post-traitement, ni sur ses modalités. Ainsi, Van SoEesT (1963) I'a ¢liminé dans
sa méthode. D’autres le considérent comme indispensable (NORMAN & JENKINS, 1933 ;
ELLiS, MATRONE & MAYNARD, 1946 ; MoOON & ABOU-RAYA, 1952 a; SaLo, 1957 ;
PORTER & SINGLETON, 1971 ; JARRIGE, 1980). Le post-traitement a pour effet de
compléter I'hydrolyse et de dissoudre la lignine selon ELLIS, MATRONE & MAYNARD
(1946) et SALo (1957). Pour certains auteurs, il vaut mieux filtrer avant de diluer pour
éviter une recondensation de la lignine avec les produits cellulosiques ou humiques qui
peuvent précipiter (MOON & ABOU-RAYa, 1952b; PORTER & SINGLETON, 1971).
Cependant si le dosage de la «lignine » doit représenter la quantité de substance
indigestible et non celle de « substance insoluble dans les acides trés concentrés »,
il vaut mieux ne pas filtrer (MooN & ABOU-RAYA, 1952 b). D’aprés ces mémes auteurs,
il y a une perte en résidu dit ligneux si la dilution est effectuée sur un échantillon
humide et non sur un échantillon préalablement séché.

g) Correction par la teneur en cendres

Le résidu obtenu par hydrolyse a l'acide sulfurique 72 p. 100 contient des
matiéres minérales. D’aprés MOON & ABOU-RAYA (1952 a), les valeurs obtenues pour
le résidu déminéralisé seraient beaucoup plus répétables que celles obtenues avec un
résidu non déminéralisé. Il semble qu’une des raisons de cette différcnce de répé-
tabilité soit due au fort pouvoir de rétention de I'acide sulfurique concentré par le
résidu ligneux (PoPoFF, 1938). La correction par la teneur en cendres permet donc
de supprimer les éventuelles différences liées a I'intensité du lavage. De plus, cette
correction est nécessaire pour les échantillons contaminés par de la terre dont les
minéraux ne sont pas dissous dans les prétraitements (AERTS et al., 1978).
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h) Comparaison de quelques méthodes de lignine
apres hydrolyse en milieu acide concentré

— Moéthode de JARRIGE (1961) et Van SOEST (1963)

Ces deux méthodes different essentiellement par la présence d’un détergent (le
bromure de céthyltriméthylammonium) dans la méthode de Van SoesT (1963) ainsi
que I’absence de post-hydrolyse dans cette méthode. La teneur en lignine brute differe
de deux points sur un ensemble de 14 échantillons de fourrages (tabl. 1 et JARRIGE,
communication personnelle). Cette différence est probablement liée & une moins bonne
extraction des matiéres azotées par la méthode de JARRIGE, mais peut-&tre aussi par
une perte en constituants dits ligneux avec l'utilisation des détergents puisqu’il y a en
moyenne 0,5 p. 100 MS d’écart entre les deux lignines corrigées par leur teneur
résiduelle en azote.

TABLEAU 1

Comparaison de résidus insolubles dans l'acide sulfurique 72 p. 100.
Comparison of acid insoluble residues.

(Jarrige, communication personnclie)
(Jarrige, personal communication)

Lignine JARRIGE (1961)

Lignine Van SOEST

Matiéres azotées

(1963) (en % lignine)
Lignin JARRIGE (1961) Lignin Van SOEST Crude protein
Fourrage (1963) (% lignin)
Roughage
brute corrigée brute corrigée
crude corrected crude corrected JARRIGE | VAN SOEST

Ray-grass . .....- 4,01 2,36 2,93 2,52 41,2 11,6
Ray-grass . ...... 5,16 3,73 3,01 2,96 27,8 11,6
Dactyle ........ 6,12 4,31 3,28 2,97 29,6 9,5
Dactyle ........ 6,40 3,85 3,31 2,82 39,7 14,7
Luzerne - Lucerne 8,09 6,48 6,37 5,62 19,9 11,7
Luzerne - Lucerne 8,20 6,30 6,82 6,14 23,9 11,4
Luzerne - Lucerne 8,50 6,90 7.04 6,36 20,7 10,6
Luzerne - Lucerne 9,00 7,24 8,29 8,01 19,5 7,5
Foin de luzerne .. 9,27 7,70 7,72 7,16 17,0 7,3
Lucerne hay
Foin de prairic 7,50 6,28 4,73 4,20 12,6 9,9
Meadow hay
Foin de prairie 8,29 6,89 5,47 4,94 11,9 9,1
Meadow hay
Foin de prairie 7,98 6,46 6,63 6,01 19,1 9.4
Meadow hay
Foin de prairie 9,29 8,20 6,50 6,04 11,7 7,1
Meadow hay
Foin de prairie .. 10,25 9,09 8,25 7,65 11,3 7,2
Meadow hay
K oveenennananann 7,72 6,13 5,74 5,24 21,8 9,9
O v venemnnnnnns 1,73 1,89 1,96 1,87 97 2,2
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— Méthodes de Van SOEsT (1963) et CHRISTIAN (1971)

Ces deux méthodes différent uniquement par I'ordre de succession des hydrolyses
acides : T’hydrolyse par l'acide sulfurique normal en présence de détergent acide
(bromurce de cétyltriméthylammonium) précéde I'attaque par 1'acide sulfurique concen-
tré (72 p. 100 p/p) pour la méthode proposée par Van SoesT (1963), alors que la
méthode de CHRISTIAN (1971) commence par cette attaque a l'acide sulfurique
72 p. 100.

Ces deux méthodes different uniquement par l'ordre de succession des hydrolyses
acides : acide sulfurique normal contenant le détergent (CTAB), ct acide sulfurique
concentré (72 p. 100 p/p).

L.a méthode de CHRISTIAN (1971) conduit & des valcurs plus élevées que celle de
Van SoEesT (1963) et ce, d’autant plus que I'échantillon est riche en lignine (fig. 10).
Elle permet donc de mieux discriminer les échantillons que la méthode de Van 5oesT,
mais la corrélation entre les deux séries d’échantillons cst trés ¢levée (0,930 pour
n = 24) (ROWETT RESEARCH INSTITUTE, 1981).
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Fic. 10
Comparaison entre les teneurs en lignine
estimées selon les méthodes de Van Soest (V.S. Li) et de Christian (Ch. Li).

Comparison between lignin values estimated by the Van Soest (V.S. Li)
and Christian (Ch. Li) methods.
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Cette différence entre les deux méthodes pourrait étre liée a des pertes en lignine
dans la méthode de Van SoEsT (cf. étude précédente), soit & unc élimination incompléte
des produits de condensation formés a la suite de I’action directe de 'acide sulfurique
concentré sur 1’échantillon ainsi qu’une repolymérisation possible de lignine acido-
soluble dans Ja méthode de CHRISTIAN.

~— Méthodes de Van SOEST (1963) et NEHRING & LAUBE (1955)

Bicn que la lignine, dans la méthode utilisée par (NEHRING & LauBg, 1955) soit
obtenuc avec de l’acide sulfurique concentré sur un échantillon ayant subi un pré-
traitement, les valeurs obtenues sont, pour des aliments de méme nature et de méme
teneur en cellulose brute, plus élevées pour la méthode de NEHRING & LAUBE (1955)
que pour celle de Van SoesT (1963). La différence est plus marquée pour les
échantillons pauvres en fibre, c’est-a-dire riches en constituants cellulaires (fig. 11).

Les différences observées pourraient étre dues a une moindre efficacité du traite-
ment & l'acide chlorhydrique par rapport au bromure de cétyltriméthylammonium
(CTAB) en milieu sulfurique normal ou & un début de processus d’humification avec de
Pacide trés concentré et des échantillons peu ligneux (MooN & ABou-Raya, 1952 b).
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Fic. 11

Comparaison des valeurs obtenues pour les lignines de Van Soest (V.S. Li)
¢t Nehring (Ne Li)

Comparison between values obtained with Van Soest (V.S. Li) and Nehring (Ne Li) lignins.
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1) En milieu acide chlorhydrique concentré

La lignine a I’acide chlorhydrique de WILLSTATTER ne peut étre débarrassée du
chlore par lavage prolongé et est, de ce fait, surestimée de lordre de 1,5 & 2,0 p. 100.
Les valeurs obtenues par la méthode de Goss et PHiLLIPs (1936) seraient de plus
supérieures a celles issues de la méthode & ’acide sulfurique du fait d’une repolyméri-

sation pendant le traitement a I'acide chlorhydrique concentré sous forme acido-
insoluble d’une lignine acido-soluble (WHITEHEAD & QUICKE, 1964).

Cependant, d’aprés PHiLLIPS & Goss (1938) le résidu de «la lignine chlorhy-
drique » contiendrait moins de produits glucidiques condensés que la lignine « dite
sulfurique ».

Bien que l'acide sulfurique concentré soit plus facile & conserver et a manipuler
que l’acide chlorhydrique, cette derniére méthode a été jugée assez satisfaisante pour
avoir été officialisée en 1955 par 'A.O0.A.C.

2. Méthodes basées sur Uélimination de la lignine

a) Par oxydation

— Par le permanganate

La méthode d’oxydation de la lignine par le permanganate a ¢été proposée par
Van SOEST & WINE (1968) & partir du résidu ADF comme pour I'une des méthodes &
I’acide sulfurique 72 p. 100 (Van SoEsT, 1963). De ce fait, ces deux méthodes ont été
comparées. Dans la méthode au permanganate, la « fraction lignine » comprend outre
la lignine vraie, les tannins et exclut la cutine résistante a 'oxydation (Van SOEST,
1969).

Par contre, dans la méthode & I’acide sulfurique concentré, le résidu ligneux
comprend également de la cutine, des protéines dénaturées a la chaleur et des produits
de condensation tannins-protéines. La lignine au permanganate refléte donc a priori
mieux la teneur réelle en lignine de ’échantillon et correspond & une valeur inférieure
a la lignine sulfurique sauf pour les échantillons riches en tannins (Van Soest, 1969).
La lignine au permanganate est une méthode un peu plus rapide que la précédente
(Van SoOEST & WINE, 1968), mais plus délicate a mettre en ceuvre (GIGER, 1979),
moins sensible aux traitements thermiques (Van SOEST & WINE, 1968) mais plus sen-
sible a la présence de polyphénols et autres substances insaturées comme les tannins,
les pigments ou les protéines (Van SOEST & WINE, 1968). Il y aurait perte par filtration
d’un certain nombre de polysaccharides cellulosiques, notamment avec les échantillons
immatures pauvres en lignine (MERTENS, 1973 ; SOUTHGATE ef al., 1976 ; Van SOEST
& ROBERTSON, 1979). Par contre, avec les échantillons riches en lignine, il peut y
avoir manque de réactif et sous-estimation de la lignine (SOUTHGATE ef al., 1976). Sur un
ensemble de 25 échantillons de nature trés variée (fourrages, concentrés et féces)
(Van SoEsT, 1964, GIGER et al., données non publiées), la corrélation entre les lignines
sulfuriques et permanganate est a peine significative au seuil de 5 p. 100 (r = 0,43,
n = 25). De méme, MERTENS (1973) montre que les coefficients de régression liant
les lignines sulfuriques et permanganates sont satistiquement différents suivant les
familles végétales considérées.
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— Par le chlore

Cettc méthode est récente ct a été encore peu étudiée. Les valeurs obtenues sont
plus élevées que pour la lignine au permanganate (COLLINGS, YOKOYAMA & BERGEN,
1978) : le pcrmanganate serait un agent oxydant plus fort que le chlorite de sodium
et pourrait attaquer les glucides pariétaux (lignine KMn 04 = 1,48 + 0,587 lignine
chlorite ; n = 0,54, n = 15; s, = 2,10).

La méthode au dioxyde de chlore semble difficilement applicable cn dosage de
routine du fait des risques que présente la manipulation de ce réactif.

b) Par dissolution

La méthode au triéthylene glycol donne des valeurs plus proches de la méthode
au permanganate (Van SOEST & WINE, 1968), que de la méthode & I'acide sulfurique
concentré (Van Soest, 1963) du moins avec des échantillons de lupins, de trefles et
quelques graminées (EDWARDS, 1973). Sur ces mémes échantillons (une vingtaine cn
tout), la précision des méthodes au permanganatc et au triéthylene glycol est équivalente.

B. Méthodes non gravimétriques

1. Busées sur des propriélés optiques

La méthode au bromure d’acétyle de MORRISON (1972) est une microméthode qui
permet le dosage de la « lignine soluble dans les acides » (TOLLIER & RIQUET, 1980).
Cependant, comme ces derniers auteurs I'indiquent, les trois points délicats du dosage
sont I'’élimination compléte des polyphénols autres que les lignines, le choix d’une
lignine de référence et la solubilisation totale de I'échantillon.

En effet, I'absorption & 280 nm qui constitue la base de cette méthode n’est pas
liée a une entité chimique particuliére. [l peut y avoir des interférences dues a des
composées phénoliques ou des contaminations d’ordre humique (MORRISON, 1972).

La diminution de la ganulométrie de I'échantillon par broyage dans l'azote liquide
ct une préextraction a température ambiante par de la soude normale. sous .azote
pendant une heure constituent deux moyens qui permettent d’améliorer I'élimination
des phénols et donc diminuer les sources d’interférences (TOLLIER, RiouET, 1980).

L’étalonnage de la gamme utilisée dans ce dosage se fait par référence a la
tencur en lignine de KLASON ou a celle au dioxane. Cependant, il n’y a pas toujours
accord entre les valeurs obtenues par la méthode au bromure d’acétyle étalonnée a
partir de lignines au dioxane et celles issues de la méthode de Krason (TOLLIER,
Ri1quet, 1980).

Le degré de solubilisation dans le bromure d’acétyle est un facteur important de
la répétabilité qui est conditionnée pour une large part par la granulométrie des
échantillons et la qualité (« fraicheur ») du réactif. Ce degré semble cependant variable
suivant l'origine  végétale (FAHEY, MCLAREN,” WILL1AMS, "1979; MUNTIFERING, 1982)
et pour McCONNELL & EAsTwoOD (1974), la méthode n’est pas applicable aux fruits
ct légumes. Cette méthode semble donc étre difficilement applicable aux aliments
composés utilisés en alimentation animale.
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La méthode de NoRrris et al. (1976) est une méthode rapide, mais sensible 2 la
taille des particules et au séchage (SHENK, WESTERHAUS & HOOVER, 1979). Elle nécessite
un étalonnage a partir d’au moins une cinquantaine d’échantillons. Comme il faut re-
chercher les longueurs d’onde appropriées & chaque type de fourrages ou d’aliments,
cette méthode n'est pas bien adaptée au cas des aliments concentrés composés de
formule souvent inconnue. De plus, ce procédé permet d’obtenir des résultats valables
pour déterminer les teneurs en eau, matieres azotées ou extrait éthéré, mais peu précis
pour la lignine (WincH & Major, 1981).

2. Calorimétriques

La méthode calorimétrique de SCHRAMM & BERGNER (1969) peut étre applicable
a lintérieur d’'une méme famille végétale, mais non a des aliments de nature aussi
diverse que ceux entrant dans la fabrication des aliments concentrés, car la chaleur
de combustion de la lignine est variable avec les différents types d’aliments (SCHRAMM
& BERGNER, 1969). Une explication de ce phénomeéne pourrait résider dans la variabilité
de la structure de la lignine selon les aliments.

C. Conclusion sur la signification biochimique
des méthodes d’estimation de la lignine

L’obtention du résidu ligneux par une méthode d’analysc chimique nécessite
I’élimination préalable des substances susceptibles d’interférer. 11 n’existe actuellement
pas de méthode d’analyse qui permette d’obtenir une lignine pure quel que soit
Péchantillon analysé et dont une fraction n’ait pas été dissoute. Une telle méthode
semble d’ailleurs trés difficile & concevoir puisqu’une simple hydrolyse & 1’eau bouillante
entraine la rupture de liaisons intramoléculaires entre les lignines et les polyosides,
donc la « perte » de complexes lignine-polyosides qui est évaluée a 5 p. 100 des pertes
en constituants d’origine ligneuse avec des bois, c’est-a-dire des lignines considérées
comme résistantes aux traitements (SARKANEN & Lubpwic, 1971). Toutes les méthodes
d’estimation sont des compromis entre I'obtention d’une fraction pure et la destruc-
tion de composés ligneux. Il semble d’ailleurs difficile de concevoir une méthode qui
soit parfaite pour tous les échantillons du fait de la variabilité de composition « des
lignines ».

Cette étude a également montré que la méthode utilisée. influait sur la valeur
appelée « teneur en lignine » et que cette valeur ne correspond pas exactement a la
teneur en lignine telle qu'elle est définie biochimiquement. Il nous semble donc
préférable d’utiliser les termes de « lignine brute » ou de « résidu » suivis du nom de
la méthode utilisée pour désigner les valeurs obtenues.

III. Etude comparée de la signification nutritionnelle
des principales méthodes de dosage de la lignine
et de leur application pour Palimentation des ruminants

N

Lorsqu’il effectue un dosage de la « lignine », le nutritionniste cherche a estimer
la part de lindigestible dans la ration de l’animal, en particulier dans le cas du
ruminant. De plus, il recherche une méthode qui soit applicable en grande série dans
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la plupart des laboratoires, c’est-a-dire répétable et reproductible, relativement simple
et peu coliteuse et ne présentant pas de danger particulier.

A. Etude comparée des valeurs de la digestibilité de la lignine
obtenues avec différentes méthodes de dosage (tabl. 2)

Si la lignine correspond & une fraction indigestible de la ration, sa digestibilité
doit étre nulle, c’est-a-dire que toute la fraction ingérée sous forme de lignine se
retrouve au niveau fécal. Or, des phénomeénes de déméthoxylation de la lignine ont
été observés au niveau de ’estomac des monogastriques ou de la panse des ruminants
par CsoNkaA, PHILLIPS & JONES (1929) et Frangors, LErROY & LERY (1951). HARTLEY
(1973) et GAILLARD & RIcHARDS (1975) ont montré que l’action des microorganismes
du rumen pouvait entrainer la formation d’un complexe soluble lignine-glucide et
contribuer ainsi a4 la dissolution de la moitié de la quantité totale de lignine ingérée,
qui, de ce fait, n’est pas comptée sous forme de lignine au niveau fécal par les
méthodes les plus couramment utilisées qui sont de nature gravimétriques, donc peu
spécifiques en réalité (Fauey, McLAREN & WIiLLIams, 1979). En effet, il y a une
différence importante d’un point de vue nutritionnel entre la dissolution et la digestion
de la lignine, comme DEKKER, RICHARDS & PLAYNE (1972) l'ont souligné. MUNTI-
FERING (1982) a émis deux autres hypothéses permettant d’expliquer des digestibilités
positives de la lignine :

— les réactifs utilisés dans les méthodes de dosage de la lignine peuvent dissoudre
particllement la lignine fécale qui est un constituant « fragilisé » par son passage dans
le tube digestif de 1’animal ;

— les aliments et les fécés peuvent se différencier des points de vue physique ou
chimique dans la nature des constituants définis empiriquement par méthode gravi-
métrique sous le terme de « lignine » dans les schémas de méthode d'analyse des
constituants pariétaux.

A T'opposé de ces différentes observations qui conduisent & des valeurs positives
de la digestibilité de la lignine, il existe des raisons qui peuvent expliquer ’obtention
des valcurs négatives de digestibilité de cette « lignine ». Ces cas correspondent & la
formation « d’artefacts de type lignine » dans le tube digestif de I’animal ou a une
moindre élimination d’une substance qui, comme l’azote, peut interférer dans le
dosage de la lignine suivant que ce sont les fécés ou I'ingéré qui sont dosés (LANCASTER,
1943 ; ForBES & GARRIGUS, 1950).

Pour toutes les raisons qui viennent d’étre développées et du fait des incertitudes
expérimentales et méthodologiques, il est possible d’admettre que, d’'un point de vue
nutritionnel, les méthodes conduisant a des valeurs de « lignine » ou micux de « résidu
indigestible » comprises entre — 10 et + 15 p. 100 sont valables.

L’étude du tableau 2 montre que, pour une méthode donnée d’estimation de la
lignine, les C.U.D. peuvent varier dans une large mesure suivant les auteurs : cas
des méthodes de NORMAN & JENKINS (1934), CRAMPTON & MAYNARD (1938), SPRINGER
(1949), Van SoesT & WINE (1968) et FONNESBECK (1976). En effet, il peut y avoir
une interaction significative entre la fraction considérée comme lignine par une
méthode donnée et le type d’échantillon considéré comme ’ont montré les études du
RowETT RESEARCH INSTITUTE (R.R.1.) (1981) ou de MINSON (1982).

Les méthodes les plus satisfaisantes d’un point de vue, nutritionnel sont, d’aprés
la compilation de ces données, basées sur une hydrolyse en milieu d’acide sulfurique
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concentré (ELLIS et al., 1946), ARMITAGE ef al. (1948), JOURNET & JARRIGE (1962) ct
Van SOEST (1963). Les deux premiéres ont méme servi a une époque de calcul indirect
des digestibilités de la matiére organique selon la méthode des traceurs puisqu’elies
donnaient des résultats de digestibilité de la lignine proches de zéro. La méthode
proposée par Van SOEST (1963) présente 'avantage d'étre plus rapide que les autres,
cc qui explique son développement pour I'analyse des constituants pariétaux.

A notre connaissance, plusieurs des méthodcs d'estimation de la lignine n'ont pas
ét¢ utilisées lors d’expériences de digestibilité, ce qui limite Ies possibilités de conclure
sur les intéréts respectifs des différentes méthodes d'estimation de la fraction « lignine »
comme indigestible. Cependant, parmi les méthodes cxistantcs non testées, celle de
MORRISON (1972) ne peut servir a des calculs de C.U.D. car la déméthoxylation de
certains constituants de la lignine au cours des processus de la digestion modific les
coclficients d’absorption des U.V. par les échantillons (ALLINSON & OsBOURN, 1970).
Barsa, CLARKE & Evans (1979) ont montré des pertes post-ruminales du caractere
d’absorption des échantillons.

D’autre part, les valeurs de C.U.D. obtenues avee unc méthode donnée peuvent
varicr dans une large mesure suivant la teneur cn lignine de la ration. D’apres les
données obtenues avec la méthode de Van Soest (1963), il faut que la ration
conticnne au moins 3 p. 100 de lignine pour que l'incertitude sur le C.U.D. ne soit
pas trop importante (fig. 12, GIGER ef al., données non publiées). Cette condition est
généralement satisfaite dans les études citées précédemment car elles ont presque toutes
porté uniquement sur des fourrages.
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Relation entre le coefficient d'utilisation digestive (C.U.D.) de la lignine
et la teneur en lignine de la ration (Van Soest).
Relation between lignin digestibility coefficient and lignin content of the diet (Van Soest).

B. Comparaison de différentes lignines
sur la base du critére de la précision de la digestibilité des aliments

La comparaison des différentes méthodes de fractionnement de la paroi végétale
en tant que prédicteur des facteurs de variation de la digestibilité des rations ou des
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112 S. GIGER

aliments pour les différentes espéces animales dépasse le cadre du présent travail.
Cependant, la lignine considérée seule ou en association avec d’autres criteres de paroi
est un bon prédicteur de la variabilité de la digestibilité des aliments pour les ruminants.
Du fait de la variabilité des résidus appelés lignine, il importe de chercher & comparer
entre elles les différentes méthodes de dosage de la lignine utilisables pour prévoir les
valeurs de digestibilité. Les comparaisons effectuées & notre connaissance ont ¢té
regroupées dans le tableau 2. Une étude analogue n’a pas été entreprise pour les
monogastriques, car la digestibilité des aliments est essentiellement li¢e dans ce cas
au taux en paroi végétale (HENRY, 1971 ; KiNnG & TAVERNIER, 1975).

Les comparaisons portent généralement sur les méthodes des lignines sulfurique
et au permanganate de Van SOEST. Aucune hiérarchie nette ne se dessine entre les
deux méthodes puisque les résultats de McLEoD & MINSON (1971 et 1974), ’EDWARDS
(1973), et d’AERTS et al. (1977 b) montrent que la lignine permanganate serait la
meilleure, tandis que ceux de Van SoOesT (1969), de ScaALE ef al. (1974) et de Mixa
et al. (1981) vont dans le sens inverse. Ces études ne portent pratiquement que sur
des fourrages.

Les résultats sont également contradictoires lorsqu’on compare les lignines dites
de CHRISTIAN (1971) et de Van SoOesT (1963) (McLEOD & MINSON, 1974 ; ROWETT
ReseARCH INSTITUTE, 1978 ; GIGER et al., données non publiées). Il faut cependant
noter que le coefficient relatif 4 la lignine au détergent acide de Van SoEsT est plus
grand que celui de la lignine de CHRISTIAN, que ce soit pour la relation avec le
coefficient d'utilisation digestive de la matiere organique (tabl. 3) ou celui de I"énergie
métabolisable des aliments concentrés en fonction de l'extrait éthéré (EE), des matiéres
animales (Mm) et d’une lignine (R.R.1., 1981) :

EM/MS=13,07 + 0,249 EE — 0,109 Mm — 0,358 ch lignine (RSD=0,40 M}, n=24)
=13,16 + 0,244 EE — 0,123 Mm — 0,404 ADL (RSD=0,43 M]. n=24)

Dans cette derniere étude, un accroissement de un point de la teneur en lignine réduit
de 0,358 MJ et de 0,404 MJ la valeur en énergie métabolisable de I'aliment suivant
la méthode utilisée : CHRISTIAN ou Van SOEST.

La méthode au triéthylene glycol d’EbwaRrDS (1973) serait meilleure dans une
optique de prévision des coefficients d’utilisation digestive des rations que celles de
Van SoesT selon EDWARDS (1973) ou simplement équivalente (MCLEOD & MINSON,
1974). 11 n’existe, & notre connaissance, qu'une comparaison sur 20 fourrages entre
les méthodes de MoRRISON (1972) et de Van SoOesT (1963) modifiée par CrLancy &
WiLson (1966). De ce fait, il est difficile de généraliser le résultat obtenu dans cette
unique comparaison, c’est-a-dire la supériorité de la méthode aux U.V., d’autant
plus qu’elle semble inapplicable, d’'un point de vue pratique, aux aliments concentrés
composés.

Sur une dizaine de matiéres premieres (GIGER, données non publiées) les préci-
sions obtenues par les méthodes sulfuriques de Van Soest (1963) et NEHRING &
NIEPAGE (1955) semblent étre proches. Cependant, récemment, NEHRING (1979) a écrit
que la méthode aux détergents devait supplanter la méthode qu’il utilisait. Ces
comparaisons effectuées par approche statistique d’un ensemble de résultats cachent
en fait des cas particuliers olt une méthode est meilleure qu’'une autre. Ainsi la teneur
en lignine CHRISTIAN (9,4 p. 100 de la MS) d’une paille de blé de teneur en cellulose
brute de 43,1 p. 100 de la MS et de digestibilité in vitro de 44,8 p. 100 est de toute
évidence plus cohérente que la teneur en lignine Van Soest (1963) (5,9 p. 100 de la MS)
(C.E.C., 1981).
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A Tissue de cette étude sur les potentiels comparés de prédiction du C.U.D. par
la teneur en lignine, il n’est pas possible de préconiser une méthode car la hiérarchie
entre les méthodes varie suivant les auteurs. Des études complémentaires de compa-
raison s’avérent nécessaires sur ces aspects, d’autant plus que les échantillons
concernés ici sont pratiquement tous des fourrages, et que certains ont été séchés a
des températures élevées (100 °C) ce qui peut influer plus ou moins sur le taux de
lignine sclon la méthode utilisée.

C. Faisabilité des méthodes

Avant de procéder a des études comparatives plus poussées sur les méthodes
de dosage de la lignine utilisables dans I’alimentation des ruminants, il importe de
considérer la faisabilité des différentes méthodes. En effet, une méthode d’analyse
doit, pour pouvoir étre appliquée a grande échelle, étre simple et peu cofiteuse a
mettre en ceuvre, répétable et reproductible.

L’exigence de la simplicité de la méthode utilisée, bannit, parmi les méthodes
chimiques, celles utilisées par ELLIS, MATRONE & MAYNARD (1946), NEHRING &
NIePAGE (1955) ou JOURNET & JARRIGE (1962). Par contre, Pintroduction des déter-
gents dans le schéma classique des lignines de KLAsoN a permis de batir des protocoles
rapides de détermination de fractions dites ligneuses (Van SoEsT, 1963 ; Van SOEST
& WINE, 1968 ; EDWARDs, 1973). L’obtention d’un résidu qui soit biochimiquement
le plus pur possible conduit a retirer de la fraction résistante & ’hydrolyse par I’acide
sulfurique concentré la part imputable a P'azote. Cependant, sur 26 échantillons de
bersim, Guessous (1983) obtient des relations plus étroites entre le coefficient
d'utilisation digestive de la matiére organique et le taux de lignine, quand ce taux
n’est pas corrigé par la teneur en MAT (R = — 0,938 vs — 0,916, et Sxy = 1,71 vs
1,98). Des points de vue nutritionnel et pratique, la correction du taux d'insoluble
dans l’acide sulfurique 72 p. 100 par la teneur en MAT résiduelles ne semble donc
pas a conseiller. 11 faut néanmoins noter que ces résultats ont été obtenus sur des
échantillons provenant d’une seule espéce végétale et séchés dans des conditions
constantes (70 °C pendant 48 heures). Dans d’autres conditions, une correction peut
s’avérer nécessaire (séchage variable a température plus élevée).

Les méthodes basées sur des hydrolyses en milieu chloré concentré (Goss &
PuiLLips, 1936) sont trop délicates & mettre en ceuvre pour pouvoir étre appliquées
en routine a grande échelle (FISCHER, 1961 a). De plus, le chlorite de sodium utilisé
dans la méthode de CoLLINGS & BERGEN, Yokovama (1978) présente un danger
d’explosion. La méthode au diméthylsulfoxide (Torp, 1980) est également & manipuler
avec précaution. Les méthodes indirectes basées sur des mesures optiques qui sont
séduisantes du fait de leur rapidité ne sont pas utilisables pour les aliments concentrés
a cause du manque de réponse spécifique de la lignine aux rayons infra-rouges
(NoRr1s et al., 1976) ou ultra-violets (MorrisoN, 1973). Elles peuvent cependant
présenter un certain intérét pour les analyses de fourrages dont la structure de la
lignine differe peu au sein d’une méme famille végétale. Pour des raisons analogues, la
méthode calorimétrique de ScHRAMM & BERGNER (1969) ne peut convenir du fait
de la variabilité de la chaleur de combustion de la lignine.

La condition de bonne répétabilité des mesures effectuées conduit a préférer la
lignine sulfurique & la lignine au permanganate (ScALEs et al., 1974 ; GIGER, 1979).
Ainsi, un écart-type résiduel de 0,27 points (p. 100 M.S.) a été obtenu entre deux
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‘séries de mesures effectuées sur un ensemble de 71 échantillons (GIGER et al., données
non publiées). La méthode de la lignine sulfurique selon Van SoOEST est une méthode
reproductible comme Pont notamment montré DELORT-LAVAL, BERTRAND & VAL-
DEBOUZE (1980) et le compte rendu de I’enquéte ITEB sur les aliments concentrés
(SAUVANT et al., 1981) on lécart-type résiduel entre deux laboratoires sur 64 échan-
tillons est de 0,30 pour la lignine, c’est-a-dire équivalent a celui des cendres (0,34) et
nettement inférieur & celui sur la cellulose brute (0,84). Ls résultats des chaines
d’analyse du B.I.P.E.A. (*) effectuées entre 1980 et 1982 montrent que P’écart moyen
‘observé sur 25 échantillons analysés par une vingtaine de laboratoires différents est
de 0,50 pour I’ADL.

Les méthodes d’estimation de la lignine dans les aliments destinés aux animaux,
‘et plus particuliérement dans les aliments concentrés qui semblent étre les plus
faisables sont donc les méthodes d’analyse chimique. Parmi elles, il y a les méthodes
dites de lignine de Krason avec utilisation d’un détergent en prétraitement (Van
SOEST, 1963) ou post-traitement (CHRISTIAN, 1971) ou sans aucun détergent (McDou-
GALL & De LonG, 1942).

Les méthodes au permanganate de Van SOEST & WINE (1968) ou au triéthyléne
glycol d’Epwarps (1973) méritent cependant d’étre étudiées, méme si leur mise en
ceuvre est un peu plus difficile que celle de Van SoesT (1963).

IV. Conclusion

La lignine étant une substance difficile 4 doser, il n’existe pas de méthode de
référence qui permette de juger objectivement et de hiérarchiser les différents modes
opératoires utilisés. Les valeurs obtenues peuvent varier d’une méthode a lautre,
ce qui implique de préciser systématiquement a c6té du terme lignine la méthode
ou la variante utilisée.

D’un point de vue biochimique strict, il vaudrait mieux utiliser des termes
comme « lignines insolubles dans... » ou « fraction de lignine extraite par...» pour
désigner la fraction considérée.

D’un point de vue analytique, aucune méthode n’est totalement satisfaisante
dans la mesure oit chacune est un compromis entre les pertes inhérentes aux différents
traitements et la prise en compte des contaminations ou des formations d’artefacts.
L’estimation du taux de lignine est considérée comme difficile pour le bois, mais le
probléme est encore plus complexe pour des substances qui en contiennent moins
comme les fourrages et surtout pour la majeure partic des matiéres premicres
qui de plus sont riches en constitutants non pariétaux qui sont susceptibles d’interférer
dans le dosage de la lignine.

D’un point de vue nutritionnel, aucune méthode d’estimation de la lignine ne
semble étre supérieure aux autres. Lorsqu'on considére que la lignine est un bon
prédicteur de la digestibilité d'un aliment, le critére essentiel du choix d’une
méthode de dosage de la lignine correspond donc actuellement principalement
a la facilit¢ de mise en ceuvre du dosage au laboratoire, a sa répétabilité et a sa

{*) Bureau interprofessionnel d’Etudes analytiques, 145, Bourse de Commerce, Paris (1°7).
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reproductibilité. Cette situation qui permet d’expliquer le succés actuel de la lignine
au détergent acide de Van SOEST ne peut étre jugée comme satisfaisante dans la
mesure ol les essais comparatifs n’ont pas été, a notre avis, suffisamment systématisés.
Cette situation est d’ailleurs plus préoccupante dans le secteur des aliments concentrés
et sous-produits pour lesquels les essais ont été les plus rares alors que l'existence.
des mélanges commercialisés et de la grande variabilité des types de composition
de paroi (THIVEND, 1981 ; SAuvanT, 1981) nécessitent plus que pour les fourrages,
I’'emploi d’une méthode de mesure du degré de lignification. Pour ces recherches, il
conviendra de concevoir des dispositifs qui soient aptes d’une part a prendre en
compte le maximum de « types » de lignine et, d’autre part, & dissocier efficacement
Pinfluence du degré de lignification de celui de la teneur en paroi végétale. La
satisfaction du premier objectif suppose de prendre en compte le maximum
d’aliments, de familles, d’organes et de tissus végétaux différents, et celle du second
a minimiser au départ la corrélation entre le degré de lignification de la paroi végétale.
et la teneur en constituants pariétaux de nature glucidique.
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Summary

Review on lignin determination methods for feedstuff analysis

Lignin is a non carbohydrate cellwall component whose structure is highly complex
and variable according to feedstulfs. Because of this complexity and variability the term
« lignins » should be used rather than that of «lignin ». Lignin is one of the main factors,
determining the energy value of feedstuffs ; being indigestible, it reduces the digestibility of
the other cellwall components and is therefore important in the prediction of the dietary-
energy content,

Most of the chemical methods are based on the scheme described by ELLIS, MATRONE,
and MAYNARD (fig. 1) using the ability of highly concentrated sulfuric acid to dissolve lignin.
The main difference between the so-called KLASON lignins are the use of detergents (VaN:
Soest, 1963, fig. 2) or enzymes (amylases, proteases), replacement of sulfuric acid by
hydrochloric acid (fig. 4), strength of the sulfuric acid concentration (fig. 3 and 5) or the.
existence of a post-hydrolysis (fig. 3 and 6). In other methods, lignin is eliminated by
mcans of chlore (fig. 7) or permanganate (fig. 8) or it is dissolved in a medium such as,
triethyleneglycol. Indirect methods use optical properties (infrared reflectance or ultraviolet
absorption) or they are based on calorimetry.

However, a pure analytical fraction without any lignin loss or contamination by
substances such as proteins, carbohydrates, cutins or tanins cannot be obtained with.
these methods (table 1). This methodological deficiency may be explained by the
complexity and diversity of the socalled «lignin-fraction » which are generally highly-
correlated (fig. 10 and 11).

Comparisons between lignin estimation methods are scarce. Lignin digestibility is,
seldom nul as it should be if this component was really indigestible (table 2, fig. 12).
From data available until now, none of the methods seem to be better than others (table 3).
Accordingly, further investigations should be made, especially with concentrates whose che-.
mical composition is more variable than that of roughages.

Key words : lignin, review, estimation, feedstuffs, nutritive value.
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