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Résumé : L'amélioration de l'utilisation du phos-
phore est un des enjeux majeurs de durabilité de la
filiere porcine. Les objectifs de cette thése de docto-
rat sont 1) de développer un nouveau modéle mé-
caniste de prédiction des besoins en phosphore et
calcium chez le porc en croissance et 2) de recher-
cher des stratégies nutritionnelles permettant une
utilisation du phosphore plus efficiente. Afin de dé-
velopper le modele de prédiction, un essai a d'abord
été réalisé pour actualiser les connaissances sur
I'évolution dynamique de la composition chimique
en phosphore et calcium des tissus mous au cours
de la croissance du porc. Dans le modéle proposé,
le dépbt de phosphore et de calcium dans les os
est considéré comme indépendant du dépbt pro-
téique, ou du dépdbt de tissus mous. Son analyse de
sensibilité montre que le potentiel de dép6t de cal-
cium dans les os est le facteur qui influe le plus sur
la variabilité des besoins en calcium et phosphore,
suivi du dépdt protéique pour le besoin en phos-
phore a 30 et 60 kg de poids vif. Concernant la re-
cherche de stratégies nutritionnelles, un essai a été
mis en place pour tester l'effet d'une séquence de

et stratégies d'amélioration de I'utilisation du phos-

Déplétion-réplétion, Phytase

déplétion et de réplétion des apports en phosphore
et calcium sur l'efficience d'utilisation de ces miné-
raux chez les porcs en croissance. Un second essai
a été réalisé pour évaluer l'effet d'une alimentation
sans phosphate avec ajout de phytase microbienne.
L'efficience d'utilisation du phosphore a été amélio-
rée avec ces deux stratégies. Néanmoins, les per-
formances zootechniques ont été légérement dimi-
nuées en début de croissance (second essai), ce qui
est probablement d a un exces de calcium soluble.
Les stratégies proposées dans cette thése ouvrent
des voies trés pertinentes pour réduire les apports
et diminuer les rejets en phosphore. Le nouveau
modéle introduit dans cette thése, associé a de nou-
velles stratégies d'amélioration de [l'utilisation du
phosphore, permettrait de diminuer les intrants en
phosphate minéral pour l'alimentation des porcs et
de réduire les excrétions en phosphore sans dimi-
nuer les performances de croissance ou la santé os-
seuse des animaux. Les effets pourraient étre en-
core plus important lors de I'application de ces so-
lutions avec des systemes d'alimentation de préci-
sion.

Title : Phosphocalcic requirements modeling and strategies to improve phosphorus utilization in growing

pigs

Keywords : Modeling, Pig, Phosphorus, Calcium, Depletion-repletion, Phytase

Abstract : Improving phosphorus use is one of the
major issues for the sustainability of the swine in-
dustry. The objectives of this PhD thesis were 1)
to develop a new mechanistic model to predict the
phosphorus and calcium requirements in growing
pigs, and 2) to investigate nutritional strategies for a
more efficient use of phosphorus. In order to deve-
lop the prediction model, a trial was first carried out
to update the knowledge on the dynamic changes
of the chemical composition of soft tissues during
pig growth. In the proposed model, phosphorus and
calcium deposition in bone is considered to be inde-
pendent of protein deposition, or soft tissue depo-
sition. Sensitivity analysis of the model shows that
the potential for calcium deposition in bone has the
greatest influence on the variability of calcium and
phosphorus requirements, followed by protein de-
position for phosphorus requirement at 30 and 60
kg of body weight. Regarding the research of nutri-
tional strategies, a trial was first set up to test the ef-

fect of a dietary phosphorus and calcium depletion-
repletion sequence on the efficiency of use of these
minerals in growing pigs. A second trial was car-
ried out to evaluate the effect of a phosphate-free
diet with the addition of microbial phytase. Phos-
phorus utilisation efficiency was improved in both
strategies. However, the zootechnical performance
decreased slightly at the beginning of growth in the
second trial, which is probably due to an excess
of soluble calcium. The strategies proposed in this
thesis provide very relevant ways to reduce phos-
phorus supplies and to decrease phosphorus ex-
cretion. The new model introduced in this thesis,
combined with new strategies to improve phospho-
rus use, would allow to reduce inorganic phosphate
supply to pigs, and to reduce phosphorus excretion
without decreasing growth performances or bone
health of animals. The effects could be even greater
when applied with precision feeding systems.




Résumé

L'amélioration de l'utilisation du phosphore est un des enjeux majeurs de durabilité de la filiere porcine.
Les objectifs de cette thése de doctorat sont 1) de développer un nouveau modéle mécaniste de prédiction des
besoins en phosphore et calcium chez le porc en croissance et 2) de rechercher des stratégies nutritionnelles
permettant une utilisation du phosphore plus efficiente. Afin de développer le modéle de prédiction, un essai
a d'abord été réalisé pour actualiser les connaissances sur I'évolution dynamique de la composition chimique
en phosphore et calcium des tissus mous au cours de la croissance du porc. Dans le modeéle proposé, le dépbt
de phosphore et de calcium dans les os est considéré comme indépendant du dépdt protéique, ou du dépdt
de tissus mous. Son analyse de sensibilité montre que le potentiel de dépdt de calcium dans les os est le fac-
teur qui influe le plus sur la variabilité des besoins en calcium et phosphore, suivi du dép6t protéique pour le
besoin en phosphore a 30 et 60 kg de poids vif. Concernant la recherche de stratégies nutritionnelles, un essai
a été mis en place pour tester l'effet d'une séquence de déplétion et de réplétion des apports en phosphore
et calcium sur l'efficience d'utilisation de ces minéraux chez les porcs en croissance. Un second essai a été
réalisé pour évaluer 'effet d'une alimentation sans phosphate avec ajout de phytase microbienne. L'efficience
d'utilisation du phosphore a été améliorée avec ces deux stratégies. Néanmoins, les performances zootech-
niques ont été [égérement diminuées en début de croissance (second essai), ce qui est probablement di a un
exceés de calcium soluble. Les stratégies proposées dans cette thése ouvrent des voies trés pertinentes pour
réduire les apports et diminuer les rejets en phosphore. Le nouveau modéle introduit dans cette these, associé
a de nouvelles stratégies d'amélioration de I'utilisation du phosphore, permettrait de diminuer les intrants en
phosphate minéral pour l'alimentation des porcs et de réduire les excrétions en phosphore sans diminuer les
performances de croissance ou la santé osseuse des animaux. Les effets pourraient étre encore plus important
lors de I'application de ces solutions avec des systémes d'alimentation de précision.






Abstract

Improving phosphorus use is one of the major issues for the sustainability of the swine industry. The ob-
jectives of this PhD thesis were 1) to develop a new mechanistic model to predict the phosphorus and calcium
requirements in growing pigs, and 2) to investigate nutritional strategies for a more efficient use of phospho-
rus. In order to develop the prediction model, a trial was first carried out to update the knowledge on the
dynamic changes of the chemical composition of soft tissues during pig growth. In the proposed model, phos-
phorus and calcium deposition in bone is considered to be independent of protein deposition, or soft tissue
deposition. Sensitivity analysis of the model shows that the potential for calcium deposition in bone has the
greatest influence on the variability of calcium and phosphorus requirements, followed by protein deposition
for phosphorus requirement at 30 and 60 kg of body weight. Regarding the research of nutritional strategies,
a trial was first set up to test the effect of a dietary phosphorus and calcium depletion-repletion sequence on
the efficiency of use of these minerals in growing pigs. A second trial was carried out to evaluate the effect of a
phosphate-free diet with the addition of microbial phytase. Phosphorus utilisation efficiency was improved in
both strategies. However, the zootechnical performance decreased slightly at the beginning of growth in the
second trial, which is probably due to an excess of soluble calcium. The strategies proposed in this thesis pro-
vide very relevant ways to reduce phosphorus supplies and to decrease phosphorus excretion. The new model
introduced in this thesis, combined with new strategies to improve phosphorus use, would allow to reduce inor-
ganic phosphate supply to pigs, and to reduce phosphorus excretion without decreasing growth performances
or bone health of animals. The effects could be even greater when applied with precision feeding systems.
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Avant-propos
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la question de recherche et les objectifs de la these. Les chapitres 3 a 6 correspondent chacun a
des articles scientifiques. Le dernier chapitre est la discussion générale de la thése, suivie d'une
conclusion. L'auteure de ce manuscrit est également l'auteure principale des articles présentés
ci-dessous.

La revue bibliographique (Chapitre 1) a été en partie publiée le 24 Novembre 2021 dans un
numéro spécial du journal Frontiers in Veterinary Science. L'auteure principale a réalisé le travail de
revue de littérature et de rédaction. Le travail bibliographique réalisé pour le manuscrit dépassant
celui de l'article, ce dernier a été placé en annexe B de la thése.

Lautrou, M., Narcy, A., Dourmad, J.-Y., Pomar, C., Schmidely, P. & Létourneau Montminy, M.-P.
(2021). Dietary Phosphorus and Calcium Utilization in Growing Pigs : Requirements and
Improvements. Frontiers in Veterinary Science, 8, 1-17. https://doi.org/10.3389/fvets.2021.
734365

Le chapitre 3 de la thése est un article portant sur la composition anatomique et chimique des
porcs en croissance. Cet article est en préparation et sera soumis apres le dépét initial de la these.

Lautrou, M., Marcoux, M., Schmidely, P., Pomar, C. & Létourneau-Montminy, M.-P. (2022). Anato-
mical and chemical composition of growings pigs at different bodyweights.

L'article suivant (chapitre 4) présente le modéle de prédiction des besoins en phosphore et
calcium chez le porc en croissance, une comparaison avec les modeéles InraPorc® et NRC, ainsi
gu'une analyse de sensibilité. Cet article a été publié le 01 Juillet 2020 dans un numéro spécial du
journal Animal.

Lautrou, M., Pomar, C., Dourmad, J.-Y., Narcy, A., Schmidely, P. & Létourneau-Montminy, M. (2020).
Phosphorus and calcium requirements for bone mineralisation of growing pigs predicted
by mechanistic modelling. Animal, 14(S2), s313-s322.

Le chapitre 5 de la thése est un article portant sur l'effet d'une séquence de déplétion et de
réplétion des apports en phosphore et calcium sur les performances et la minéralisation osseuse
du porc en croissance. Cet article est en préparation et sera soumis apres le dép6t initial de la
thése.

Lautrou, M., Schmidely, P., Pomar, C. & Létourneau-Montminy, M.-P. (2022). Effects of phosphorus
and calcium depletion on performance and bone mineralization in growing pigs.

Le chapitre 6 de la thése est un article portant sur I'effet d'un aliment sans phosphate minéral,
avec une supplémentation en phytase sur les performances et la minéralisation osseuse du porc
en croissance. Ce type de stratégie induit une séquence de déplétion et de réplétion des apports
en phosphore et calcium. Cet article est en préparation et sera soumis aprés le dép6t initial de la
these.
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mineral phosphate strategy with phytase supplementation on the growth performances
and the mineral status of growing pigs.

Xix


https://doi.org/10.3389/fvets.2021.734365
https://doi.org/10.3389/fvets.2021.734365




Introduction

Ces derniéres décennies, le nombre d'élevages de porcs en France et au Québec a diminué,
tandis que la production a continué d'augmenter, du fait d'une consommation croissante de viande
de porc. Ces évolutions s'accompagnent d'un agrandissement et d'un regroupement des élevages
dans certains bassins de production. Ainsi, 58% de la production de viande porcine est assuré par
les élevages bretons en France (FranceAgriMer, 2021) et 66% du cheptel québécois se situe autour
de Québec et de Montréal (Les Eleveurs de porcs du Québec, 2021). La densité des élevages dans
ces zones a entrainé différents problémes, notamment environnementaux du fait de I'azote et du
phosphore présents dans les déjections. En effet, plus de la moitié du phosphore ingéré par les
porcs est retrouvé dans leurs déjections (Selle & Ravindran, 2008). La composition de ces déjec-
tions est intéressante pour la fertilisation des sols, et leur épandage contribue a la diminution de
I'utilisation d'engrais de synthese et au recyclage de ces éléments colteux en élevages. Cepen-
dant, 'augmentation de la densité des élevages et de leur taille nécessite des surfaces d'épandage
de plus en plus importantes qui peuvent finir par manquer dans certaines zones. De plus, lorsque
le phosphore est épandu en excés par rapport a la capacité de fixation dans le sol et les plantes, il
peut étre lessivé ou ruisseler et se retrouver dans des nappes phréatiques ou des eaux de surface.
Dans les eaux de surface, si les conditions sont réunies pour 'eutrophisation, le phosphore parti-
cipera a la croissance et la prolifération d'algues qui peuvent rapidement épuiser les réserves en
oxygene et donc dans un premier temps limiter la vie aquatique. Dans un second temps, la décom-
position des algues sur les berges et les plages dégage du sulfure d’hydrogéene, qui en plus d'étre
malodorant et d'entrainer des conséquences économiques dans les zones touristiques, présente
des risques pour la santé des animaux et des Hommes. Par conséquent, des réglementations qui
régissent les excrétions de phosphore en élevage porcins ont été instaurées en France (CORPEN)
et au Québec (REA).

Entre 60 et 80% du phosphore ingéré par les porcs se présente sous forme d'acide phytique
dans les matiéres premieres d'origine végétale (Selle & Ravindran, 2008). L'acide phytique étant
trés peu digestible chez les porcs, il est nécessaire, afin de couvrir les besoins, d'apporter du phos-
phore sous forme minérale, ce qui est obtenu par ajout de phosphates a I'aliment. Or, les réserves
de phosphates dans le monde sont limitées. L'estimation des réserves est difficile et sujet a contro-
verse. Néanmoins, au vu de la vitesse a laquelle les phosphates sont utilisés, majoritairement pour
les engrais de synthése, et des différentes estimations de réserves, ces derniéres devraient étre
épuisées d'ici 30 a 300 ans (Van Enk et al., 2011; Dourmad et al., 2020). Les estimations de durées
les plus courtes concernent les réserves dites de bonne qualité, c'est a dire non contaminées par
des métaux lourds et qui sont facilement accessibles. La rareté de cette ressource fait et fera aug-
menter son prix, sa volatilité et la tension sur le marché. De plus, I'exploitation des mines de phos-
phates est majoritairement concentrée dans quelques pays : Le Maroc, la Chine, les Etats-Unis et
la Russie, qui représentent 72% de la réserve mondiale (Zapata, 2004). Ce monopole associé a la
compétition qui existe pour la fabrication d’engrais minéraux entrainent un prix élevé et volatile
des phosphates. En effet, le phosphore est le 38me glément nutritif le plus cher apres I'énergie et
la protéine, alors méme que le codt alimentaire, représente lui-méme jusqu'a 70% des colts de
production (IFIP, 2016; Les Eleveurs de porcs du Québec, 2016). En paralléle, la consommation hu-
maine de protéines animales et notamment de viande porcine va augmenter dans les décennies a
venir. L'organisation de coopération et de développement économiques (OCDE) et I'organisation



des nations unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO) (2021) prédisent une augmentation de
la production de viande de porc de 13% d'ici 2030. L'utilisation des phosphates est donc appelée
a augmenter afin d'assurer cette hausse de production, ce qui accentuera les tensions autour de
cette ressource. Pour toutes ces raisons, Iimportance d'une meilleure utilisation des phosphates
est cruciale.

Pour mieux utiliser cette ressource, une premiére étape est de connaitre précisément les be-
soins des porcs, afin de mieux ajuster les apports a ces derniers et donc de diminuer la part de
phosphore inutilisée. Par ailleurs, le calcium ayant des interactions trés fortes avec le phosphore,
il doit étre explicitement intégré dans la définition des besoins en phosphore. Une fois que les
besoins sont quantifiés avec précision, des stratégies alimentaires peuvent étre mises en place
afin d'améliorer l'utilisation du phosphore chez les animaux. Un premier levier connu est l'uti-
lisation de la phytase, qui permet aux monogastriques d'absorber le phosphore des phytates et
donc d'utiliser plus efficacement le phosphore contenu dans les matiéres premiéeres végétales des
aliments (Selle & Ravindran, 2008). La phytase permet aussi de rendre digestible du calcium qui
ne I'était pas, puisque chelaté avec l'acide phytique. Des séquences de déplétion et de réplétion
dans les apports de phosphore ont aussi récemment été étudiées (Gonzalo, 2017) et semblent
prometteuses pour la diminution des intrants en phosphate sans pour autant diminuer les per-
formances des porcs en croissance. Néanmoins, I'application de cette stratégie ne permet pas
toujours d'atteindre un niveau de minéralisation osseuse satisfaisant et nécessite donc davan-
tage de recherches. Lors de ce type de stratégie, la déplétion doit aussi s'effectuer sur les apports
en calcium, afin de ne pas diminuer la digestibilité du phosphore. Le premier objectif de ce travail
de these est de proposer une quantification des besoins en phosphore et calcium plus précise
que ce qui est possible d'avoir aujourd’hui. Pour cela, nous développerons un nouveau modele
mécaniste suivant une approche factorielle de prédiction des besoins. Une fois cette étape réali-
sée, différentes stratégies alimentaires (phytase, déplétion-réplétion) seront testées et intégrées
dans I'approche globale proposée pour maximiser I'efficience d'utilisation du phosphore chez les
porcs en croissance.

Ce document contient un premier chapitre de revue bibliographique (Chapitre 1), permettant
de comprendre le métabolisme phosphocalcique et les méthodes d’estimation actuelles des be-
soins. Une partie de ce chapitre a fait 'objet d'un article dans un numéro spécial de Frontiers in
Veterinary Science (Lautrou et al., 2021). Cette partie est suivie de la question de recherche (Cha-
pitre 2). Ensuite, nous présentons les résultats de la recherche avec un essai de détermination de
la composition anatomique et chimique de porcs en croissance (Chapitre 3), le développement
du modele de prédiction des besoins en phosphore et calcium (Chapitre 4) et deux essais avec
application de séquences de déplétion et de réplétion dans les apports en phosphore et calcium
(Chapitre 5 & 6). Ces résultats sont présentés sous forme d'articles. Ce manuscrit se termine sur
la discussion et la conclusion générales de la these.



Chapitre 1

Bibliographie

Le phosphore est un élément essentiel pour tous les étres vivants mais qui apporté en exces
aux porcs peut avoir des conséquences néfastes pour I'environnment. Cela compromet la dura-
bilité de I'élevage porcin, qui s'est fortement concentré dans certaines régions de plusieurs pays
producteurs de porcs. Dans la production porcine, pour éviter un exces de phosphore, le colt du
transport du fumier riche en phosphore destiné a étre utilisé comme engrais dans les champs de
culture peut étre élevé et le colt de son traitement peut étre prohibitif; une utilisation rationnelle
et efficace du phosphore est donc essentielle. L'élément phosphore se trouve chez les animaux
sous forme d'orthophosphates. Il s'agit de la forme circulante du phosphore. Des quantités adé-
guates doivent étre fournies dans les régimes alimentaires du bétail pour assurer la croissance et
la santé des animaux. L'absorption et 'utilisation métabolique du phosphore sont trés fortement
lié & ceux du calcium, qui est le minéral le plus abondant dans I'organisme; il est indispensable a
la minéralisation des os, a la contraction des muscles et a la propagation de l'influx nerveux.

Dans la premiére partie de cette synthese, des explications seront apportées sur le fonctionne-
ment du métabolisme phosphocalcique chez les porcs avec la description des mécanismes d'ab-
sorption du phosphore et du calcium, la réabsorption rénale de ces minéraux, leur utilisation et
les régulations de ce métabolisme. Ensuite, les formes de calcium et phosphore retrouvées dans
I'aliment seront détaillées, ainsi que les types de systemes (total, biodisponibilité, digestible ap-
parent, digestible standardisé) et la fagon d'estimer les besoins aujourd’hui, avec notamment la
description de certains critéres de réponses aux apports phosphocalciques. Finalement dans la
derniére partie, nous reviendrons sur les différentes stratégies connues pour diminuer les excré-
tions en phosphore avec la modélisation, I'utilisation de la phytase dans l'aliment ou l'apport en
phosphore selon des séquences de déplétion-réplétions.

1.1 L'absorption, la réabsorption et l'utilisation du calcium et
du phosphore

L'utilisation du phosphore et du calcium, comme pour la plupart des nutriments, est sous
contréle homéorhétique, défini comme le contrdle a long terme qui traduit la composition géné-
tique de 'animal et/ou son potentiel. Il existe aussi un contréle a court-terme, représentant les mé-
canismes qui permettent le fonctionnement de 'organisme dans différentes conditions environ-
nementales, appelé homéostase (Lovatto & Sauvant, 2003). Ce dernier consiste au maintien d'une
concentration plasmatique constante en ces minéraux. Dans le cas du métabolisme phosphocal-
cique, les tissus mous ont la priorité sur les os pour l'utilisation de ces deux minéraux (Feaster
et al.,, 1953; Brautbar et al., 1979).



1.1.1 Le calcium

Le calcium est le minéral le plus abondant dans le corps dont 96 a 99% se retrouve dans les os
(Crenshaw, 2001; Suttle, 2010). En plus de participer a la minéralisation osseuse, le calcium pos-
sede des fonctions non squelettiques. Bien qu'une faible part du calcium soit trouvée en dehors
des os, elle participe a des fonctions vitales telles que la contraction des muscles, la conduction
nerveuse, la signalisation cellulaire, le déclenchement de réponses immmmunitaires, ou encore
la coagulation du sang (Breves et al., 2010; Suttle, 2010). Ce calcium peut étre libre, sous forme
ionisée, (50 a 60% du calcium plasmatique), ou étre lié a des protéines sériques, des acides or-
ganiques ou des acides inorganiques (Suttle, 2010). Il permet des changements de conformation
des protéines, la stabilisation de leur structure, des membranes cellulaires ou encore de la ma-
trice extracellulaire du squelette (Crenshaw, 2001). La concentration en calcium est 4 fois moins
élevée dans les cellules que dans le milieu extracellulaire. Les mitochondries et les microsomes
regroupent entre 90 et 99% du calcium intra-cellulaire. Le calcium extra-cellulaire quant a lui se
présente sous une forme ionisée (environ 50%), lié a des protéines comme I'albumine (40%), ou
sous forme de complexe avec des citrates et des ions phosphates pour environ 10% (Crenshaw,
2001; Goodman, 2005). Le calcium ionisé est la forme réactive de ce minéral (Breves et al., 2010).

1.1.2 Le phosphore

Le phosphore est le deuxieme minéral le plus abondant dans le corps (Kellems et Church,
1998 cités dans Gonzalez-Vega & Stein, 2014). Environ 60 a 80% de celui-ci se trouve dans les os
et les dents. La variation est due a la quantité dans les tissus mous et non pas a un changement
de ratio Ca:P dans l'os qui est connu pour étre constant (Crenshaw, 2001; Suttle, 2010). Le phos-
phore se retrouve sous forme de phosphates dans les organismes biologiques (Penido & Alon,
2012) et joue un rdle clé dans plusieurs fonctions vitales dans la fonction et la structure des acides
nucléiques, 'initiation de la synthese des protéines, le transport d'énergie sous forme d'adénosine
triphosphate (ATP), et la structure des phospholipides. Le phosphore posséde également un pou-
voir tampon, agit comme un ligand au niveau des sites actifs des enzymes et entre aussi dans le
maintien de la balance osmotique (Crenshaw, 2001 ; Suttle, 2010).

1.1.3 Le métabolisme phosphocalcique et ses régulations chez le porc en
croissance

Le métabolisme intestinal

Absorption du calcium. Entre 30 et 60% du calcium ingéré est absorbé (Crenshaw, 2001). Ce
pourcentage est dépendant de la quantité de calcium ingéré, du ratio Ca:P dans l'aliment, de I'age
du porc et de son stade physiologique (Crenshaw, 2001). La plupart du calcium est absorbé au
niveau de l'intestin gréle (Liu et al., 2000; Gonzalez-Vega et al., 2014) plus particulierement dans
le quart proximal (Moore & Tyler, 1955). Du calcium peut aussi étre absorbé au niveau du gros
intestin en cas de carence (Liu et al., 2000). Cependant, seul le calcium sous forme ionisée peut
étre absorbé. Le calcium doit donc entrer sous cette forme dans l'intestin, lieu d'absorption. Les
acides gastriques participent fortement & la libération de Ca2* (Gonzalez-Vega et al., 2014). Goss et
al. (2007) ont testé la solubilité de différents sels de calcium (notamment le phosphate de calcium
et le carbonate de calcium) pour plusieurs pH allant de 2,0 a 8,5. Plus le pH augmente, plus la
solubilité de ces sels diminue. Iy a donc plus de calcium ionisé libéré & pH faible. A pH intestinal,
une partie de ce calcium est succeptible de précipiter et n'est donc plus absorbable.

L'absorption de calcium peut se faire selon des mécanismes saturables (transcellulaire) ou in-
saturables (paracellulaire) (DiMeglio & Imel, 2019). Le transport actif, aussi appelé transcellulaire,
est saturable et est plutét observé dans la partie haute de l'intestin gréle (duodénum et dans une

4



moindre mesure jéjunum), bien qu'il soit aussi observé dans des parties plus distales (Bronner,
1987; Crenshaw, 2001 ; Christakos, 2012b). Ce type de transport serait amélioré en cas de restric-
tion en calcium (Bronner, 1987; Auchere et al., 1998).

Le transport passif, aussi appelé transport paracellulaire, estinsaturable (Bronner, 1987; Chris-
takos, 2012a). Il est donc indépendant de la quantité de calcium ingéré (Kopic & Geibel, 2013), mais
sonintensité estlié au gradient de calcium entre la lumiére intestinale et le compartiment extracel-
lulaire. Contrairement au transport actif, le transport passif est observé sur toute la longueur de
lintestin (Kopic & Geibel, 2013) entre les cellules de la muqueuse (Christakos, 2012a, 2012b). Le
passage des ions Ca* est possible au niveau des jonctions serrées (Figure 1.1, Fujita et al., 2008;
Kopic & Geibel, 2013; Alexander et al., 2014). Ces derniéres sont constituées de claundins, des
protéines transmembranaires, dont la structure n'est pas connue et qui jouent sur la perméabi-
lité de I'épithélium intestinal (Alexander et al., 2014). Les claudins citées dans la composition des
jonctions serrées responsables du passage des ions Ca2* sont les claundins 2, 12 et 15 (Fujita et al.,
2008; Alexander et al., 2014; DiMeglio & Imel, 2019).

Aujourd’hui plusieurs modéles de transport transcellulaire de Ca%* ont été décrits. Nous dé-
crivons ci-aprés les deux concernant l'intestin (Figure 1.1). Le premier modéle de transport trans-
cellulaire du Ca?* est celui de la diffusion facilitée, qui s'effectue en 3 étapes :

1. Entrée du calcium dans les entérocytes : principalement possible grace aux canaux TRPV6
(potentiel récepteur transitoire du vanilloide de type 6), au niveau de la bordure en brosse
de ces cellules (membrane apicale, Peng et al., 2003; Breves et al., 2010). Certains auteurs
citent aussi les canaux TRPV5 mais le type le plus présent chez le porc est le TRPV6 au
niveau intestinal (Brandenburger, 2004; Kellett, 2011). Ce dernier est sensible a son envi-
ronnement puisque le calcium, le magnésium (Mg) et les protons ont un pouvoir d'inhi-
bition sur le canal TRPV®6. Il existe ainsi un rétrocontrdle négatif des quantités de calcium
présentent dans l'entérocyte et dans la lumiére intestinale sur le TRPV6 (Hoenderop et al.,
2001; Lambers et al., 2004 ; Kopic & Geibel, 2013).

2. Mouvement intracellulaire : chez les mammiféres, le calcium est transporté dans les en-
térocytes grace a la calbinding-D9k (Breves et al., 2010; Christakos, 2012a), qui facilite la
diffusion du calcium a travers les entérocytes, a la maniére de la myoglobine pour l'oxy-
géne dans le muscle. Cette protéine posséde 2 sites de fixation pour le calcium (Christakos,
2012a). La calbinding-D9k est en majorité présente dans les mémes segments intestinaux
gue les TRPV6 et comme pour ces canaux, sa présence est plusimportante lors d'une faible
ingestion de calcium (Peng et al., 2003; Song et al., 2003). Ce transporteur pourrait aussi
avoir un réle de régulation de 'activité des TRPV6 et de tampon afin de prévenir une éven-
tuelle toxicité, par accumulation de calcium dans les cellules intestinales (Hoenderop et al.,
2005; Christakos, 2012a, 2012b). Le réle exact de la calbinding-D9k est aujourd’hui contro-
versé (Khanal & Nemere, 2008). Chez le poulet, des quantités importantes de calbinding
D28K ont été retrouvées dans des vésicules durant le transport de CaZ* (Nemere et al.,
1991). Le modéle de "ferry” cytoplasmique est donc remis en cause. La calbinding D28K
pourrait plutdt permettre d'éviter la précipitation des ions Ca%*, notamment dans le trans-
port par vésicule (cf paragraphe suivant) (Nemere et al., 1991; Khanal & Nemere, 2008).

3. Sortie du calcium de I'entérocyte : la concentration en calcium étant plus importante dans
le milieu extracellulaire, que dans le milieu intracellulaire, son exocytose nécessite de I'éner-
gie (Christakos, 2012a, 2012b; Kopic & Geibel, 2013). Quel que soit le mécanisme, la sortie
du calcium se fait du c6té basal de I'entérocyte. Le calcium peut étre libéré dans le milieu ex-
tracellulaire de 2 fagons, soit 1) via des pompes ATP-dépendantes PMCA1b (pompe calcium
ATPase de la membrane plasmique) (Sepulveda & Mata, 2004; Christakos, 2012a, 2012b;
Kopic & Geibel, 2013), soit 2) via des pompes NCX (échangeur calcium/sodium, Blaustein &
Lederer, 1999). Cette seconde voie nécessite l'utilisation de 3 ions sodium pour le transport

5



d'un ion CaZ* vers le milieu extracellulaire (utilisation de I'énergie due au gradient de Na,
Blaustein & Lederer, 1999). Environ 80% du CaZ* sortirait des entérocytes par les pompes
PMCA1b, et 20% par les pompes NCX (Kellett, 2011).

Le second mode d'absorption transcellulalire du calcium est celui du modele vésiculaire. Dans
ce cas, le calcium peut entrer par les canaux décrits précédemment et étre emprisonné tout de
suite dans des vésicules, ou entrer directement par endocytose (Khanal & Nemere, 2008; Kellett,
2011; DiMeglio & Imel, 2019). Les vésicules sont transportées par les microtubules et vont fu-
sionner avec les lysosomes et peut-étre aussi les microsomes (Rubinoff & Nellans, 1985; Khanal
& Nemere, 2008; Kellett, 2011). Chez le poulet, la présence de calbindin-D28K a aussi été obser-
vée dans les vésicules (Nemere et al., 1991; DiMeglio & Imel, 2019). Finalement le Ca?* sort des
entérocytes via exocytose (Khanal & Nemere, 2008; DiMeglio & Imel, 2019).

Il est difficile de statuer sur l'importance d'une voie d'absorption du calcium par rapport a une
autre étant donné que l'absorption du calcium est fortement dépendante de la quantité ingérée
et du statut de I'animal. Néanmoins, McCormick (2002) considére que pour un adulte ayant une
consommation normale en calcium, 8 a 23% du calcium est absorbé par diffusion passive. Dans
les premiéres semaines de vie, le calcium serait exclusivement absorbé par voie passive. Selon
Goodman (2005), 15 a 20% du calcium ingéré est absorbé par voie passive pour un large panel
de niveaux d'apports en calcium. Toujours chez 'Homme, en suivant les recommandations stan-
dards de calcium ingéré, le transport actif représenterait 60% de I'absorption du calcium dans
I'intestin gréle (DiMeglio & Imel, 2019). A linverse, selon Bronner et al. (2003), le transport actif
représenterait 27% de I'absorption.

Absorption du phosphore. Comme pour le calcium, les sites majeurs d’absorption du phos-
phore se trouvent dans les parties hautes de l'intestin gréle (Liu et al., 2000; Crenshaw, 2001). Du
phosphore pourrait toutefois étre absorbé dans le gros intestin, notamment en cas de carence
(Liu et al., 2000). Deux voies d’absorption sont possibles (Figure 1.1) :

1. Le transport passif, qui est non saturable et est dépendant du gradient de phosphore
(Blaine et al., 2015). Le mécanisme est moins bien connu que dans le cas du calcium pré-
cédemment décrit. Le passage se ferait au niveau des jonctions serrées, grace a des pro-
téines, notamment des claudins, qui permettent le passage des ions (Gunzel & Yu, 2013;
Knopfel, 2017).

2. Letransportactif et saturable est stimulé par une ration pauvre en phosphore (Hattenhauer
et al., 1999; DiMeglio & Imel, 2019). L'entrée du phosphore dans les entérocytes est pos-
sible grace a des transporteurs : NaPi2b, situés au niveau des villi intestinales (Hattenhauer
et al., 1999; Penido & Alon, 2012; Blaine et al., 2015). Le gradient de Na* dans l'entérocyte
est maintenu par des pompes sodium potassium ATP dépendantes (Penido & Alon, 2012).
Le mécanisme de transport intracellullaire et de sortie du P de I'entérocyte n'ont pas en-
core été identifiés.

Le métaboslime rénal

Structure et fonction des reins. Le rein est considéré comme l'organe le plus important
dans la régulation du métabolisme phosphocalcique (Penido & Alon, 2012; Gonzalez-Vega & Stein,
2014; Blaine et al., 2015). Il permet en effet de filtrer le phosphore et le calcium du sang. Ces miné-
raux peuvent en partie étre réabsorbés, ou étre excrétés dans les urines. Ceci permet de maintenir
une concentration plasmatique constante en phosphore et calcium. Les reins sont constitués de
miliers de néphrons (Kriz & Kaissling, 2013). La filtration du sang se déroule au niveau du glo-
mérule. L'ultrafiltrat qui en est issu passe ensuite dans les tubules du néphron, a travers le tube
contourné proximal, I'anse de Henle, le tube contourné distal et le tube collecteur (Figure 1.2).
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Figure 1.1 - Mécanismes transcellulaires et paracellulaires d'absorption du calcium et du phos-
phore a travers I'épithélimum intestinal

Réabsorption du calcium. Les reins ne peuvent pas filtrer tout le calcium du sang. La par-

tie du calcium liée a de I'albumine ne peut en effet pas étre filtrée par le glomérule (Goodman,
2005). Le calcium de l'ultrafiltrat se trouve sous forme ionisée ou complexée a des groupements
phosphate ou citrate (Blaine et al., 2015; Moor & Bonny, 2016). Entre 98 et 99% du calcium filtré
est réabsorbé (Blaine et al., 2015; Moor & Bonny, 2016; DiMeglio & Imel, 2019). Le calcium est en
majorité réabsorbé au niveau du tube proximal (60 a 70%), puis dans I'anse de Henle (20 a 25%),

environ 10% dans le tubule contourné distal, et enfin 5% dans le tube collecteur (Blaine et al., 2015;
Moor & Bonny, 2016).

Dans le tube proximal, la majorité du calcium réabsorbé I'est par diffusion et par entrainement
d'un solvant constitué d'eau et de Na* (Figure 1.3, Blaine et al., 2015; Moor & Bonny, 2016 ; DiMeglio
& Imel, 2019). Une partie du calcium est réabsorbé via des jonctions serrées formées par des
claudins 2, 10a et 17 (GuUnzel & Yu, 2013; Hou, 2013). Ce type de transport est dirigé par le gradient
en calcium (Moor & Bonny, 2016). Une petite quantité de calcium est transportée par voie active,

cependant ce processus n'est pas encore bien défini dans le tube proximal (Blaine et al., 2015;
Moor & Bonny, 2016).
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Figure 1.2 - Structure du rein et des néphrons, adapté de National Institute of Diabetes and Di-
gestive and Kidney Diseases, National Institutes of Health (2020).

Dans la partie ascendante de I'anse de Henle, le transport est aussi en majorité paracellulaire
(Figure 1.3). Ce mécanisme est rendu possible par la différence de potentiel positive entre la lu-
miére du tube et I'interstitium, grace au transport de Na*, K* et CI” (Riccardi & Brown, 2010; Blaine
et al., 2015; Moor & Bonny, 2016; DiMeglio & Imel, 2019). Le passage du calcium se fait ici grace
aux claudins 14, 16 et 19 (Hou, 2013). Dans cette section du néphron, le transport de calcium est
contrélé par les calcium-sensing receptor (CaSr). Il est situé a la membrane basale des cellules, et
lorsqu'il est stimulé, par I'arrivée de Ca2*, il entraine une inhibition de la réabsorption du calcium
via une action sur les claudins (Riccardi & Brown, 2010; Alexander et al., 2014; Moor & Bonny,
2016). Un débat existe autour de la présence de transport transcellulaire de calcium dans cette
section, notamment du fait de la présence d’échangeurs NCX et de pompes PMCA (Hoenderop
et al., 2000a; Hoenderop et al., 2005; Blaine et al., 2015; Zacchia et al., 2018).

Dans le tubule contourné distal, le transport se fait exclusivement par voie active (Figure 1.3,
Blaine et al., 2015; Moor & Bonny, 2016; DiMeglio & Imel, 2019). Ce mécanisme est nécessaire
puisque la réabsorption se fait contre les gradients chimique et électrique (Blaine et al., 2015). Le
transport est réalisé en 3 étapes :

1. entrée du calcium par la membrane apicale grace au TRPV5 et éventuellement TRPV6 (Peng
et al., 2003; Song et al., 2003; Blaine et al., 2015; Moor & Bonny, 2016).
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2. diffusion du calcium a travers le cytosol, grace a la calbindin-D28k qui le transporte jusqu’a
la partie basale de la cellule (Blaine et al., 2015).

3. sortie du calcium grace aux échangeurs sodium-calcium (NCX1) (sortie d'un ion Ca* et
entrée de Na*, Blaustein & Lederer, 1999; Hoenderop et al., 2000b; Blaine et al., 2015) et
aux pompes calcium-ATPase PMCA1b (Hoenderop et al., 2000b; Lambers et al., 2006).
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Figure 1.3 - Mécanismes transcellulaires et paracellulaires de réabsorption du calcium a travers
I'épithélimum selon les sections du rein. A-Mécanisme paracellulaire au niveau du tube proximal.
B- Mécanisme paracellulaire au niveau de la partie ascendante de I'anse de Henle. C- Mécanisme
transcellulaire au niveau du tubule contourné distal

Réabsorption du phosphore Aprés filtration du sang par le glomérule, 80 a 90% du phos-
phore de l'ultrafiltrat est réabsorbé (Blaine et al., 2015). La réabsorption se fait presque exclusi-
vement dans le tube proximal (environ 85% ; Penido & Alon, 2012; Blaine et al., 2015). Les autres
sections du néphron jouent un role mineur et les processus y sont encore méconnus.

Il n'y a pas de transport passif du phosphore dans les reins, son transport étant énergie-
dépendant et nécessitant du sodium (Forster et al., 2006). L'entrée du phosphore par la bordure
en brosse de lamembrane du tube proximal est permise graces a 3 transporteurs : les NaPi2a et c,
qui transportent des phosphates divalents et les PiT2, qui transportent des ions phosphates mo-
novalents (Figure 1.4, Biber et al., 1996 ; Farrow & White, 2010). Le NaPi2a est électrogéne, puisqu'il
demande 3 ions Na* pour le passage d'un HPO42, tandis que le NaPi2c est neutre : il nécessite
le passage de 2 ions Na* pour le passage d'un HPO42% (Forster et al., 2006). Les NaPi2a et c per-
mettent la réabsorption de 80% du phosphate filtré (Penido & Alon, 2012). Les mécanismes de
transport du phosphore dans la cellule et de la sortie de la cellule ne sont pas encore connus.

9



Légende
H.PO4 {:} HPO >

3 Na* NaPt2a

L3

2 Na* NaPt2c

o ? ?
2 Na* PiT2
\___/'
/—\
.| Lumen Sang

Figure 1.4 - Mécanisme transcellulaires de réabsorption du phosphore a travers I'épithélimum
rénal du tube proximal

Si lingestion de phosphore est élevée, 'abondance des transporteurs est diminuée (Villa-Bel-
losta et al., 2009; Farrow & White, 2010; Penido & Alon, 2012). Dans ce cas, il y a une augmentation
de I'excrétion de phosphore par les reins. A linverse, lorsque 'apport en phosphore diminue, il y a
une augmentation de la présence des transporteurs et ils sont retrouvés sur un segment plus long
du tube proximal (Penido & Alon, 2012). Cela a pour conséquence une augmentation du recyclage
du phosphore.

Le métabolisme osseux

Compositions, fonctions et structure des 0s. Les os protégent les organes vitaux, ap-
portent de la rigidité et la forme au corps, jouent un role de levier (permettant la locomotion par
exemple) et forment un lieu de stockage dynamique des minéraux, particulierement de calcium
et de phosphore (Frandson et al., 2009).

Environ un tiers du poids de I'os est composé de matériel organique qui assure leur résilience
et leur résistance (Frandson et al., 2009). Les deux tiers restants sont composés de sels de calcium
et de phosphore dans la trame organique (Frandson et al., 2009). Environ 80% de ces sels sont
sous forme de phosphate de calcium, observés en majorité sous forme de cristaux d’hydroxyapa-
tite (Ca19(PO4)g(OH),), accompagnés de carbonate de calcium et de phosphate de magnésium
(Crenshaw, 2001; Clarke, 2008; Frandson et al., 2009). Ces sels conférent aux os leur rigidité et
les rendent résistants au passage des rayons X. Les minéraux étant accumulés en majorité dans
I'os sous forme d’hydroxyapatites, le ratio de Ca:P dans les os est considéré comme constant et
estimé a 2,2:1 (Crenshaw, 2001). Ce ratio constant sous-entend que la fixation et la mobilisation de
calcium et de phosphore sont interdépendantes. La partie organique est constituée en majorité
de protéines de collagéne de type | (Olszta et al., 2007; Clarke, 2008; Frandson et al., 2009). Environ
10 a 15% des protéines sont non collagénes et pourraient avoir un role de régulation de la miné-
ralisation osseuse (ex : osteocalcin, Clarke, 2008). Les hydroxyapatites sont enchevétrés dans la
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matrice organique (Olszta et al., 2007). Finalement, les os sont composés de 50 a 65% d'une phase
minérale, de 20 a 40% d'une phase organique, de 5 a 10% d'eau et de moins de 3% de lipides
(Clarke, 2008).

La formation des os se fait en 2 étapes majeures : 'ossification primaire et secondaire (Bonucci,
1992). Dans les os primaires, la minéralisation est rapide et désorganisée avec des fibres de col-
lagéne de type | qui ne sont pas encore organisées sous forme de lamelles. Les cristaux d’hy-
droxyapatite ne sont pas encore associés au collagéne (Olszta et al., 2007). A ce stade, le collagéne
ne semble donc pas jouer un rble dans l'orientation et la direction de la minéralisation (Bonucci,
1992). L'os secondaire est en fait I'os primaire remodelé en un tissu avec une structure plus opti-
male : structure en lamelle tres hiérarchisée (Weiner & Wagner, 1998). Durant la réorganisation,
le positionnement des cristaux est dirigé par les fibrilles de collagene (Bonucci, 1992).

Les fibrilles de collagéne. Le collagene de type | représente environ 95% du collagéne de l'os
et 80% des protéines totales de I'os (Henriksen & Karsdal, 2019). Le procollagéne (collagene non
mature) est formé de 3 chaines alpha formant une structure en triple hélice (Figure 1.5, Mouw
et al., 2014). Le clivage des extrémités C et N terminales, appelées respectivement les propep-
tides N et C terminaux (propeptide aminoterminal du procollagéne de type | (PINP) et propeptide
carboxy-terminal du procollagene de type | (PICP)), par la peptidase procollagene conduit a la for-
mation de collagene mature (Fan et al., 2012; Henriksen & Karsdal, 2019). Les propeptides, PICP
et PINP sont des marqueurs de la formation osseuse. Aprés ce clivage, 2 zones distinctes appa-
raissent : la zone hélicoidale au centre et les extrémités N et C terminales appelées télopeptides
N et C terminaux (Desoutter et al., 2012). Dans le milieu extracellulaire, les molécules de colla-
géne s'assemblent spontanément sous forme de microfibrilles (Mouw et al., 2014; Henriksen &
Karsdal, 2019). Le décalage des molécules de collagéne lors de I'assemblage en microfibrilles est
responsable de 'aspect strié (Mouw et al., 2014). Le maintien du collagéne sous forme de microfi-
brilles est notamment possible grace a la formation de pontages aux extrémités N et C terminales,
aboutissant a la synthése de liaisons croisées (« cross links »). Deux types de molécules de pon-
tages existent : la pyridinoline (PYD) et la deoxypyridoline (DPD), aussi regroupées sous le nom de
noyau pyridinium (Desoutter et al., 2012). Lors de la résorption du collagéne, les PYD et DPD sont
considérées comme des marqueurs de la résorption osseuse.

Modelage et remodelage. L'un des roles majeurs des os est celui de réservoir dynamique
de minéraux (constante reconstitution et diminution des stocks, Frandson et al., 2009). L'os est
donc en constant remodelage, ce qui correspond au remplacement de parties endommagées ou
vieilles de I'os par de I'os nouveau. Le remodelage a un réle important dans le maintien de la force
meécanique de l'os. Il se déroule en 4 phases:

1. La phase d'activation, qui correspond au recrutement des ostéoclastes
2. Laphasederésorption, durantlaquelle les ostéoclastes entrainent une résorption osseuse

3. La phase d'inversion durant laquelle les ostéoclastes entrent en apoptose et les ostéo-
blastes sont recrutés

4. La phase de formation durant laquelle les ostéoblastes synthétisent la matrice organique
qui est minéralisée par la suite

Dans ce mécanisme, les ostéoblastes sont responsables de la synthése de la matrice orga-
nique de collagéne. Ce tissu encore non minéralisé s'appelle I'ostéoide. Les ostéoblastes pos-
sédent une activité de minéralisation (Long, 2012). Lorsque ces cellules se retrouvent encapsulées
dans l'ostéoide, elles se différencient en ostéocytes (Ruimerman, 2005).
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Figure 1.5 - Structure et assemblage des microfibrilles de collagéne de type |

Les ostéoclastes s'opposent aux ostéoblastes puisqu'ils sont responsables de la résorption
osseuse. Ces cellules solubilisent les hydroxyapatites en sécrétant des acides organiques, qui
digérent la matrice organique (Delaissé et al., 2003; Olszta et al., 2007; Frandson et al., 2009).
Des ostéoblastes apparaissent a I'endroit de la résorption osseuse peu de temps aprés celle-ci
(Ruimerman, 2005).

Enfin, les ostéocytes sont des cellules matures dérivées des ostéoblastes (Frandson et al.,
2009; Veum, 2010; Bonewald, 2011). lls forment un vaste réseau et sont capables de commu-
niquer entre eux (Franz-Odendaal et al., 2006; Bonewald, 2011). Ces cellules sont les plus abon-
dantes des os et sont impliquées dans les phénomeénes de déposition et de résorption osseuse
(Franz-Odendaal et al., 2006).

Régulations du métabolisme phosphocalcique

Parathormone. Laparathormone (PTH)estune hormone polypeptidique sécrétée parla glande
parathyroide en réponse a une diminution de la concentration en calcium ionisé dans le plasma
(Figure 1.6, Gonzalez-Vega & Stein, 2014; Blaine et al., 2015). La fonction premiére de cette hor-
mone est de réguler la concentration plasmatique en calcium (Penido & Alon, 2012).

Dans le métabolisme phosphocalcique, la PTH agit directement au niveau des os et des reins et
indirectement au niveau des intestins (Figure 1.6). Cette hormone stimule la résorption osseuse en
augmentant l'activité des ostéoclastes et en inhibant celle des ostéoblastes (Frandson et al., 2009;
Penido & Alon, 2012; Gonzalez-Vega & Stein, 2014) entrainant ainsi une libération de calcium et de
phosphore dans les fluides extracellulaires. La PTH favorise le transport actif du calcium a travers
le mécanisme de réabsorption dans les reins par la stimulation de I'expression des canaux TRPV5,
de la calbindin-D28k, des pompes PMCA1 et des échangeurs NCX1 (Moor & Bonny, 2016; DiMeglio
& Imel, 2019). En revanche, elle inhibe la réabsorption du phosphore au niveau rénal en diminuant
I'abondance des NaPi2a, NaPi2c et PiT2 de la bordure en brosse du tube proximal (Farrow & White,
2010; Blaine et al., 2015). La suppression des NaPi2a, en réponse a la PTH, est rapide, en quelques
minutes, la diminution est plus longue pour les autres transporteurs, de I'ordre de I'heure (Bacic
et al., 2006; Blaine et al., 2015). Enfin, la PTH augmente la production de calcitriol, entrainant une
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augmentation de 'absorption de calcium au niveau intestinal (Farrow & White, 2010). La PTH est
en effet un des stimulateurs les plus forts pour la production de calcitriol, qui lui inhibe I'activité
de la PTH (Penido & Alon, 2012).

Finalement, la production de PTH est stimulée par une faible concentration plasmatique en
calcium mais joue aussi un rdéle important dans la régulation de la concentration plasmatique en
phosphore.

Calcitonine. La calcitonine est une hormone peptidique produite par les cellules C de la glande
thyroide et est sécrétée lors d'une augmentation de la concentration en calcium plasmatique (Fi-
gure 1.6, Mundy & Guise, 1999; Frandson et al., 2009; Gonzalez-Vega & Stein, 2014). Cette hor-
mone posséde 2 actions. Elle inhibe d'abord l'activité des ostéoclastes, réduisant ainsi la libération
de calcium (et par conséquent de phosphore) des os (Mundy & Guise, 1999). Elle inhibe ensuite
la réabsorption du calcium par les reins (Crenshaw, 2001). Cette hormone a finalement un rdle
antagoniste a celui de la PTH.

Calcitriol. Le calcitriol est un stéroide liposoluble, qui est issu de la transformation de la vita-
mine D en sa forme la plus active (1,25(0OH),D3), au niveau des reins, grace a la 1a-hydroxylase
(Blaine et al., 2015). L'activité de la 1a-hydroxylase est stimulée par la PTH, la calcitonine, et un
faible niveau de calcium plasmatique. Son activité est inhnibée par les FGF-23 (Fibroblast growth
factor), une concentration élevée en calcium dans le plasma et le calcitriol (Figure 1.6, Murayama
et al., 1999; Moor & Bonny, 2016). Le calcitriol régule donc sa propre homéostase (Blaine et al.,
2015). Le calcitriol joue des rdles au niveau des intestins, des reins et des os. Au niveau intesti-
nal, il favorise I'absorption de calcium et de phosphore (Christakos, 2012a, 2012b; Penido & Alon,
2012; Blaine et al., 2015). Le calcitriol favoriserait 'entrée du calcium dans les entérocytes, notam-
ment par la stimulation de I'expression des TRPV6 et TRPV5 (Khanal & Nemere, 2008; DiMeglio &
Imel, 2019). De plus, le calcitriol augmenterait la synthése des calbinding, qui permettent le mou-
vement du calcium dans I'entérocyte (Christakos et al., 1989; Blaine et al., 2015; Christakos et al.,
2018). L'effet du calcitriol sur l'activité des PMCA et NCX1 n'est pas pleinement identifié (Khanal
& Nemere, 2008) mais il semblerait que I'expression des échangeurs NCX1 soit stimulée par la
vitamine D (DiMeglio & Imel, 2019). Certains auteurs ont montré le réle du calcitriol sur I'expres-
sion des claudins 2 et 12 et donc sur la régulation du transport paracellulaire de calcium, chez
la souris et le poulet (Wasserman & Kallfelz, 1962; Fujita et al., 2008 ; DiMeglio & Imel, 2019). Ces
mémes claudins ont été retrouvées chez les poules pondeuses (Gloux et al., 2019). L'absorption
du phosphore est augmentée, grace a la stimulation des canaux NaPi2b (Hattenhauer et al., 1999;
Farrow & White, 2010). Au niveau des reins, le calcitriol améliore la réabsorption du calcium et du
phosphore (Hoenderop et al., 2000b; Penido & Alon, 2012). Comme pour I'absorption du calcium,
il stimule I'expression des TRPV5 (Moor & Bonny, 2016; DiMeglio & Imel, 2019) et éventuellement
des échangeurs NCX1 (DiMeglio & Imel, 2019). L'effet de la stimulation du recyclage du phosphore
estindirect:il estd ala diminution du niveau de PTH induite par le calcitriol (Penido & Alon, 2012).
Enfin, le calcitriol stimule le renouvellement osseux. En effet, il favoriserait autant la synthése et
la minéralisation du tissu osseux (Penido & Alon, 2012), que la résorption des parties anciennes
de l'os par l'action des ostéoclastes (Blaine et al., 2015).

Facteurs de croissance. LaFGF-23 (Fibroblast growth factor-23) est une glycoprotéine définie
comme une hormone en charge de maintenir la balance en phosphore (Penido & Alon, 2012). Elle
est produite dans les ostéocytes et ostéoblastes en réponse a une augmentation de la concen-
tration plasmatique en phosphore (Figure 1.6, Penido & Alon, 2012; Blaine et al., 2015). La FGF-23
agit principalement au niveau des reins et des intestins de facon directe et indirecte. Son action
directe au niveau des reins réduit I'expression et 'activité des NaPi2a et ¢ dans le tube proximal
(Penido & Alon, 2012; Blaine et al., 2015), favorisant ainsi I'excrétion de phosphore par les reins.
La FGF-23 augmente aussi I'abondance des TRPV5 (Moor & Bonny, 2016) permettant alors une
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stimulation de la réabsorption de calcium. Cette hormone réduit I'activité des cotransporteurs so-
dium/phosphate au niveau de l'intestin, entrainant alors une réduction de l'absorption de phos-
phore (Blaine et al., 2015). Elle a aussi une action indirecte, puisqu’elle inhibe I'expression de la
1a-hydroxylase nécessaire a la production de calcitriol, et favorise I'action de la 24-hydroxylase,
participant a la dégradation du calcitriol. De ce fait, le niveau de calcitriol est réduit (Hasegawa
etal., 2010; Penido & Alon, 2012; Blaine et al., 2015), et son action sur I'absorption et le recyclage
du calcium et du phosphore est diminuée. La FGF-23 inhibe également la synthése de PTH (le prin-
cipal régulateur de la PTH reste néanmoins le calcium ionisé plasmatique, Silver & Naveh-Many,
2010; Alon, 2011). De plus, le calcitriol possede un rétrocontréle sur la FGF-23: le calcitriol stimule
la production de 'hormone de croissance, qui inhibe la synthése de calcitriol (Alon, 2011). Quelle
que soit I'action de la FGF-23, la présence du cofacteur obligatoire klotho est nécessaire. Il permet
a la FGF-23 d'interagir avec ses récepteurs (Penido & Alon, 2012). Finalement, le calcitriol stimule
la production de FGF-23 et supprime la synthése de PTH. Cette derniére augmente la production
de calcitriol alors que la FGF-23 l'inhibe. La capacité de la FGF-23 a supprimer l'activité de la PTH
contribue aussi a la diminution de la synthése de calcitriol. L'effet de la PTH sur le recyclage rénal
du phosphore est immédiat alors que la FGF-23 agit en quelques heures.
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Figure 1.6 - Régulations hormonales du métabolisme phosphocalcique

Eléments clés

Les organes primordiaux du métabolisme phosphocalcique sont l'intestin, ou
a lieu I'absorption du phosphore et du calcium, le rein, ou a lieu leur réab-
sorption et les os, ou ils sont stockés. L'absorption et la réabsorption de ces
minéraux peuvent étre augmentées ou diminuées au gré de régulations hor-
monales. Le calcium et le phosphore peuvent aussi étre libérés par les os en
cas de besoin, afin de maintenir leur concentration sanguine constante. Ces
deux minéraux sont déposés prioritairement dans les tissus mous, puis dans
les os. Dans les os, le dépdt est effectué selon un ratio fixe entre calcium et
phosphore.
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1.2 Estimation des besoins et de l'utilisation du phosphore et
du calcium

1.2.1 Le phosphore et le calcium dans I'aliment
Phosphore et calcium d’origine végétale

L'acide phytique est synthétisé dans les plantes en phosphorylant l'inositol a chaque positions
possibles. Il peut donc porter 6 groupes phosphates (IPg) comme le montre la figure 1.7, ou un plus
petitnombre (IPs- IP1). La principale forme présente dans les ingrédients d'origine végétale est I'lPg
(Pointillart, 1994; Pontoppidan et al., 2007). L'acide phytique joue un r6le clé dans le métabolisme
des plantes en constituant une réserve de phosphore et en chélatant d'autres minéraux, tandis
que l'inositol est utilisé dans la formation de la paroi cellulaire (Feil, 2001). Il est donc présent dans
tous les ingrédients d'origine végétale (Selle & Ravindran, 2008). Il y représente 50 a 80% de la
teneur en phosphore (Sauvant et al., 2004; NRC, 2012) et se trouve presque entiéerement sous
forme de sels appelés phytates, principalement avec d'autres minéraux (Ca, Fe, Zn, Mg, Ket Mn ;
Figure 1.7). Les phytates sont solubilisés au pH gastrique, alors que le pH plus élevé de l'intestin
gréle est propice a leur reformation ou complexation de novo diminuant ainsi I'absorption des
minéraux et oligo-éléments (Wise, 1983; Angel et al., 2002). In vitro, 'acide phytique forme ses sels
les plus stables avec le cuivre, le zing, le nickel, le cobalt, le manganeése, le fer puis le calcium (Vohra
etal.,, 1965; Vasca et al., 2002).

Le calcium représente rarement plus de 1% de la matiére séche des plantes (NRC, 2012) et
son absorption est diminuée par la formation de phytates. Ce phénoméne peut étre plus ou moins
contré par l'utilisation de phytases (cf section 1.3.2), qui dégradent les phytates en solution (Taylor,
1965; O'Dell & De Boland, 1976; Greiner & Konietzny, 2012). La capacité de l'acide phytique a se
lier aux cations diminue a mesure que les groupes phosphates sont éliminés (Wise, 1983). Les
phytates forment également des complexes insolubles avec les protéines, les acides aminés et
I'amidon et diminuent ainsi la digestibilité dans l'intestin gréle et l'utilisation de ces nutriments
(Selle & Ravindran, 2008).

Phosphore et calcium d’origine minérale

Le phosphore est ajouté a l'aliment des porcs généralement sous forme de phosphate di-
calcique, monocalcique ou monodicalcique (Bleukx, 2005). Les phosphates de magnésium, de
calcium-magnésium, d'ammonium et de sodium sont également disponibles pour 'alimentation
des animaux d'élevage (Viljoen, 2001; De Groote et al., 2002; Bleukx, 2005). En raison des pré-
occupations liées a la pollution, les phosphates les plus digestibles sont préférés, bien que le
prix soit également pris en compte. Le premier et principal critére est le respect de spécifications
techniques strictes en termes de composition et de stabilité physico-chimique. Les phosphates
peuvent étre classés en fonction de leur solubilité dans une solution d'acide citrique a 2%. Ce test
n'indique pas la digestibilité réelle mais permet de classer les différents produits (Viljoen, 2001).
Un phosphate de qualité alimentaire doit étre soluble a au moins 95% dans l'acide citrique a 2%
et dans le citrate d'ammonium alcalin (Bleukx, 2005; IFP, 2021). Pour les phosphates monocal-
ciques, la solubilité dans I'eau doit étre supérieure a 80%, et pour le phosphate monodicalcique,
supérieure a 50% (Bleukx, 2005). Le phosphate monocalcique a une meilleure digestibilité que
le phosphate monodicalcique, qui a lui-méme une digestibilité plus élevée que le phosphate di-
calcique (Viljoen, 2001; Bleukx, 2005). Le phosphate dicalcique dihydraté a une digestibilité plus
élevée que la forme anhydre. Le critére final pour juger de la qualité d'un phosphate est sa teneur
en substances indésirables telles que l'arsenic, le cadmium, le plomb, le fluor ou le mercure, ainsi
que les dioxines.
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Figure 1.7 - A- Structure de l'acide phytique a pH neutre (Humer et al.,, 2015) ; B- Chelate de phytate
avec différents cations (Humer et al., 2015)

Les compléments calciques inorganiques les plus utilisés en élevage porcin sont les phos-
phates de calcium (Gonzalez-Vega & Stein, 2014) et les carbonates sous forme de pierre a chaux,
un minéral qui contient du carbonate de calcium et de la dolomite dont |la teneur en calcium varie
(35-38% calcium ; Sauvant et al., 2004). La biodisponibilité du calcium dans ces sources se situe
entre 90 a 100% de celle du carbonate de calcium (CaCOs) utilisé comme référence (De Groote
et al., 2002; Sauvant et al., 2004; NRC, 2012). Contrairement a la volaille, |a taille des particules
de carbonate ne semble pas avoir d'effet significatif sur la digestibilité apparente ou standardi-
sée du calcium chez les porcs en croissance, d'apres des essais réalisés sur des animaux dont le
poids vif se situe entre 10 et 20 kg (Ross et al., 1984; Merriman & Stein, 2016). Les algues rouges
calcifiées (CeltiCal) ont été étudiées en raison de leur solubilité au pH gastrique. Ce calcium est
32% plus soluble que du calcium calcaire a pH 6,7, et 34% plus soluble a pH 3,0 (Walk et al., 2012).
La pierre a chaux est composée a 100% de calcite alors que le CeltiCal (Celtic Sea Minerals) est
composé a 65% de calcite, 23% d'aragonite et 12% de valterite (polymorphes de la calcite). Sa plus
grande solubilité ne rend pas le produit CeltiCal plus digestible que le carbonate de calcium. En
effet, sa digestibilité chez le porc est au mieux équivalente a celle du carbonate de calcium (diges-
tibilité totale apparente (ATTD) du calcium de 46,7% et 51,2% pour le carbonate de calcium et le
CeltiCal respectivement (Schlegel & Gutzwiller, 2017), 64% pour les deux sources (Gonzalez-Vega
et al., 2015b)) et peut étre inférieure (46,9% du calcium ATTD et 30,5% pour le carbonate de cal-
cium et le Celtical (Gonzalez-Vega et al., 2014)). Le calcium marin est peu absorbé dans les parties
supérieures de l'intestin (Gonzalez-Vega et al., 2014) car sa concentration plus élevée en cation dis-
sous le fait précipiter davantage avec le phosphate ou les acides phytiques, diminue la digestibilité
du phosphore, diminue la minéralisation osseuse, et diminue la croissance des animaux (Walk et
al., 2012; Schlegel & Gutzwiller, 2017). Un rapport Ca:P solubles élevé rend la précipitation plus
probable. Néanmoins, I'ajout de calcium marin en plus petite quantité et l'utilisation de phytase
permettent un bon équilibrage du rapport Ca:P solubles, des performances de croissance équi-
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valentes au groupe témoin, ainsi qu’'une minéralisation osseuse quantitativement supérieure, du
moins dans les études sur le poulet de chair (Walk et al., 2012). Ces résultats montrent surtout que
le calcium et le phosphore interagissent fortement dans le systéme digestif, et combien des études
complémentaires, notamment sur le rapport Ca:P solubles, sont nécessaires pour optimiser leur
utilisation.

Phosphore et calcium d’origine animale

Outre les phosphates inorganiques, les farines de viande et d'os sont également utilisées
comme source de phosphore et de calcium. Sauf en Europe ou elles sont autorisées dans I'alimen-
tation des poissons mais interdites dans I'alimentation du bétail, ces sous-produits sont couram-
ment inclus en grande quantité dans les régimes alimentaires des volailles. Ces farines peuvent
étre composées d'os et de tissus mous, mais sont exemptes de sang, de poils, de sabots, de corne,
de peau/cuir, de contenu stomacal et ruminal et d'excréments. La plupart des farines de viande et
d'os en Amérique du Nord sont un mélange de sous-produits de bovins, de porcs et de volailles.
Elle doit contenir au moins 4,0% de phosphore et le rapport Ca:P ne doit pas dépasser 2,2 (AAFCO
2011, cité dans Sulabo & Stein, 2013). Les farines de viande et d'os sont une source de calcium
et de phosphore hautement disponible (Perez et al., 2002; Traylor et al., 2005) mais en quantité
variable et de qualité hétérogene, en raison des différences de matieres premieres et de procé-
dés (Garcia et al., 2006). Selon la source, les teneurs en phosphore et calcium peuvent varier de
2 a 4 fois plus que la teneur en protéines, les coefficients de variabilité étant respectivement de
20%, 22% et 6,2% (Sulabo & Stein, 2013). Une corrélation négative existe entre la concentration
en protéines et la concentration en phosphore et calcium, en raison des variations des propor-
tions de tissus mous et d'os (Sulabo & Stein, 2013). Les sources les plus importantes de variation
de la composition des farines de viande et d'os sont donc l'origine des sous-produits utilisés et le
rapport entre les tissus mous et les os. Lorsque la farine de viande et d'os est donnée aux porcs,
elle fournit une grande partie du calcium et du phosphore de 'alimentation. Il est donc nécessaire
d'avoir un fournisseur qui utilise des procédés controlés et qui peut garantir la teneur en calcium
et phosphore. La digestibilité standardisée du phosphore dans la farine de viande et d'os varie de
55 a 84% et s'éleve en moyenne a 70% (NRC, 2012; Sulabo & Stein, 2013), ce qui se situe entre les
valeurs du phosphore inorganique et des matiéres d'origine végétale. La digestibilité standardi-
sée du calcium dans la farine de viande et d'os est estimée a 77% mais peut atteindre 82% pour la
farine de volaille (Merriman et al., 2016). La digestibilité apparente du calcium varie de 53% a 81%
(Sulabo & Stein, 2013). La digestibilité du phosphore et du calcium dans la farine de viande et d'os
peut donc varier, notamment en raison de la concentration en phosphore : plus la concentration
en phosphore est élevée, plus la digestibilité du calcium et du phosphore est faible. Comme la
concentration en phosphore dépend principalement de la proportion d'os dans la farine, il peut
étre supposé que plus le rapport os/viande est élevé, plus la digestibilité du calcium et du phos-
phore est faible. En effet, la digestibilité apparente du phosphore dans la farine d'os est d’environ
68%, contre 80% dans la farine de viande et d'os et 85% dans la farine de viande (Jongbloed &
Kemme, 1990). L'hydroxyapatite semble donc étre une forme moins digestible de phosphore et
de calcium. Ceci a été validé pour le phosphore en comparant des régimes contenant différentes
formes de farine d'os. La digestibilité précécale du phosphore chez les poulets est plus faible lors-
qu'il est encore sous forme d’hydroxyapatite que lorsqu'il a été préalablement dissous (Van Harn
et al., 2017). Bien que sa composition puisse varier considérablement, la farine de viande et d'os
offre une possibilité de recyclage, en fournissant suffisamment de phosphore aux animaux sans
ajouter de phosphore inorganique provenant de sources non renouvelables. Au moins une étude
suggere que le traitement thermique et sous pression de la farine d'os et I'élimination de la géla-
tine peuvent améliorer la digestibilité du phosphore (Van Harn et al., 2017).
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1.2.2 Estimations précises des valeurs en phosphore et en calcium des ali-
ments

Valeur totale analysable

Les teneurs totales en calcium et en phosphore des ingrédients sont couramment mesurées
par analyse chimique. Cependant, ces chiffres n'indiquent pas quelles fractions sont digérées, re-
tenues, ou excrétées par les animaux. Bien que cette méthode présente des inconvénients, elle
reste la méthode privilégiée pour le calcium, principalement en raison du manque de connais-
sances sur la biodisponibilité du calcium. Des travaux récents et en cours devraient permettre
d'obtenir une évaluation plus précise de la biodisponibilité du calcium (Lee et al., 2019). Le sys-
téme pour le phosphore est plus précis avec différents modes d'expression qui seront décrits
dans les sections suivantes.

Biodisponibilité

La biodisponibilité, également appelée disponibilité, a été ajoutée dans la neuvieme édition
du NRC (1998). La disponibilité, est un indicateur de l'utilisation d'un nutriment basé sur un critére
prédéfini. Par exemple, dans le cas du phosphore et du calcium, ce critére peut étre la minéralisa-
tion osseuse mesurée en terme de teneur en minéraux (cendres) ou une propriété biomécanique
telle que la résistance a la rupture (Petersen et al., 2011; She et al., 2017). La valeur est obtenue
par comparaison avec une référence considérée comme biodisponible a 100%, généralement le
phosphate monocalcique. La biodisponibilité relative d'un nutriment dans un ingrédient est gé-
néralement exprimée par le rapport de pente, obtenu a partir de régressions linéaires du critére
choisi par rapport a la quantité de nutriment ingéré (Petersen et al., 2011). Le principal incon-
vénient de cette méthode est qu'elle n'est pas standardisée et que, par conséquent, l'os et les
paramétres mesurés tels que la teneur en cendres ou la résistance a la rupture, peuvent différer
d'une étude a l'autre, ce qui rend difficile toute comparaison (Lee et al., 2019).

Digestibilité

Le concept de digestibilité a d'abord été utilisé pour évaluer la valeur en phosphore des ali-
ments aux Pays-Bas (CVB Centraal Veevoederbureau, 2000) puis en France (Sauvant et al., 2004)
sous la forme de la digestibilité totale apparente (ATTD). En 2012, le NRC a proposé une méthode
de digestibilité totale standardisée (STTD), analogue a celle utilisée pour les acides aminés et qui
devrait étre plus précise. La digestibilité désigne la quantité de nutriment qui ne se retrouve pas
dans les feces et qui est donc digérée ou a disparu du tube digestif, une définition qui doit étre
nuancée selon que les pertes endogeénes sont considérées ou non. Contrairement a d'autres nu-
triments, la digestibilité du phosphore, et du calcium dans une moindre mesure, est estimée sur
'ensemble du tube digestif sous le nom de digestibilité fécale. Deux hypothéses justifient cette
méthode :

1. le phosphore et le calcium sont en partie absorbés respectivement dans le caecum et le
cblon (Liu et al., 2000), qui jouent un réle homéostatique en maintenant le phosphore et
le calcium sériques dans des conditions de faible apport

2. pour le phosphore et le calcium de la plupart des apports alimentaires, il n'y a pas de
différences entre la digestibilité fécale et iléale pour la digestibilité réelle du phosphore
(Dilger & Adeola, 2006), la digestibilité apparente (Bohlke et al., 2005), ou la digestibilité
apparente et standardisée du calcium (Gonzalez-Vega et al., 2014) et il n'y a donc aucun
intérét a estimer la digestibilité iléale, qui est beaucoup plus difficile et colteuse que la
mesure de la digestibilité fécale (NRC, 2012).
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La digestibilité totale apparente (ATTD) d'un nutriment dans un aliment est la différence entre
I'apport total du nutriment en question et la quantité retrouvée dans les féces (Stein et al., 2007;
Almeida & Stein, 2010) :

ATTDc, (%) = [(Caingsre — Carecal)/Caingare) x 100 (1.1)
ATTDp (%) = [(Pingeré — Precal)/Pingére] x 100 (1.2)

Les méthodes les plus utilisées pour déterminer la digestibilité apparente sont la collecte totale
des féces ou la collecte partielle avec un marqueur indigestible. La digestibilité apparente du phos-
phore est encore largement utilisée, mais elle présente I'inconvénient de ne pas étre additive dans
les aliments composés de plusieurs ingrédients (Fan & Sauer, 2002; Almeida & Stein, 2010).

La digestibilité standardisée (STTD) prend en compte les pertes endogenes basales, qui re-
présentent la perte minimale d'un nutriment, indépendante de la composition de I'aliment mais
influencée par la consommation de matiére seche (Stein et al., 2007; She et al., 2017). Ces pertes
ontd'abord été estimées par régression avec extrapolation a une ingestion nulle du minéral étudié
(Fan et al., 2001). Elles sont maintenant mesurées par analyse des féces d'animaux nourris avec un
régime sans phosphore ou calcium (Petersen & Stein, 2006; Gonzalez-Vega et al., 2015a, 2015b;
Merriman & Stein, 2016; Liu et al., 2018). Selon Anwar et al. (2016), cette méthode conduirait a
une sous-estimation des pertes endogenes basales, car le métabolisme du calcium est régulé par
I'absorption et donc la réabsorption des pertes endogénes. De méme, un déséquilibre en phos-
phore d0 a un aliment sans phosphore mais contenant du calcium affecterait probablement les
pertes endogéenes en phosphore (Mutucumarana & Ravindran, 2016). D'autres essais sont néces-
saires pour déterminer si les pertes endogenes en phosphore doivent étre mesurées avec un
régime sans phosphore et sans calcium ou avec une faible quantité de calcium pour minimiser
Iinterférence de la régulation. Les pertes endogenes basales de phosphore et de calcium se si-
tuent respectivement dans les fourchettes de 139 a 252 mg et 123 a 670 mg/kg de matiére séche
ingérée (MSI) (Gonzalez-Vega et al., 2014; Gonzalez-Vega et al., 2015b; Merriman, 2016; Zhang
& Adeola, 2017). Les pertes endogénes basales en phosphore chez les porcs ont été estimées a
190 mg/kg de MSI par le NRC (2012) et a 6 mg/kg de poids vif par Bikker et Blok (2017). La digestibi-
lité standardisée peut alors étre calculée a 'aide des équations suivantes (Almeida & Stein, 2010)

STTDca (%) = [(Cajngere — (Carecal - Pertes endogeénes basales))/Cajngare] x 100 (1.3)
STTDp (%) = [(Pingere = (Precal - Pertes endogénes basales))/Pingare] x 100 (1.4)

Les valeurs de digestibilité standardisée sont considérées comme additives dans les aliments com-
posés de plusieurs matieres premieres (NRC, 2012; Lee et al., 2019). Selon cette équation et l'uti-
lisation d'une perte constante de phosphore basal de 190 mg/kg de MSI, il est assez facile de
convertir les valeurs de digestibilité ATTD en valeurs STTD.

La digestibilité totale vraie (TTTD) tient compte des pertes endogénes totales, qui comprennent
les pertes endogénes basales et spécifiques. Ces derniéres représentent les pertes supérieures
aux pertes endogenes basales, dues aux caractéristiques spécifiques de l'aliment, telles que le
niveau de facteurs anti-nutritionnels ou la teneur en fibres (Stein et al., 2007). Il n'existe aucune
méthode de mesure directe de la digestibilité réelle, a I'exception de l'utilisation de radio-isotopes
qui sont maintenant interdits dans de nombreux pays. Elle est donc déterminée par régression,
en utilisant la digestibilité apparente et la quantité ingérée du nutriment (She et al., 2017; Lee et al.,
2019):

Caabsorbe = (TTTD x Cajngsre) - Pertes endogenes totales (1.5)
Pabsorbs = (TTTD X Pingsre) - Pertes endogenes totales (1.6)

L'ordonnée a l'origine négative correspond aux pertes endogénes totales, tandis que la pente
de la régression représente la digestibilité réelle. Dilger et Adeola (2006), Gonzalez-Vega et al.
(2013), Liu et al. (2016) soulignent cependant que, pour le phosphore et calcium, les estimations
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sont tres variables, dépendent des individus, et que souvent, 'ordonnée a l'origine n'est pas dif-
férente de 0. Les estimations sont aussi influencées par la quantité ingérée, ce qui va a I'encontre
de I'hypothése de base sur laquelle repose la méthode de régression (Gonzalez-Vega et al., 2013;
Liu et al., 2016).

Bien que plusieurs études aient été réalisées (Bohlke et al., 2005; Stein et al., 2011; Gonzalez-
Vega et al., 2013; Sulabo & Stein, 2013; Gonzalez-Vega et al., 2015a, 2015b; Merriman & Stein,
2016), le besoin en calcium continue d'étre généralement exprimé en besoin total (NRC, 2012;
Lee et al., 2019) en raison du manque de données sur la digestibilité. Pour surmonter la non-
additivité de la digestibilité apparente dans un aliment mixte, la plupart des études récentes se
sont concentrées sur la digestibilité standardisée (Gonzalez-Vega et al., 2015a). Cependant, les
pertes endogénes basales en calcium mesurées jusqu’a présent sont trés variables et semblent
dépendre de la composition de I'aliment (Gonzalez-Vega et al., 2015a). De plus, des composants
tels que les fibres peuvent avoir un effet positif direct et proportionnel sur la digestibilité standar-
disée du calcium (Gonzalez-Vega et al., 2015a), comme cela a été montré dans des études chez le
rat (Younes et al.,, 1996). Ces derniéres considérations montrent I'intérét d'évaluer la digestibilité
du calcium des matiéres premiéres dans les conditions spécifiques dans lesquelles elles seront
utilisées, comme cela est recommandé chez le poulet pour le phosphore (Rodehutscord, 2013).

Approche modéle mécaniste et méta-analyse

Toutes les méthodes décrites précédemment donnent une valeur unique de phosphore et
de calcium pour chaque aliment, indépendamment des interactions avec les autres composants
du régime. Dans le but d'estimer précisément la digestibilité du phosphore alimentaire dans un
régime complet, deux approches ont été utilisées par Létourneau-Montminy et al. (2011) et Lé-
tourneau-Montminy et al. (2012) sur la base de la littérature disponible. Tout d’abord, un modéle
mathématique de recherche mécaniste qui simule le devenir des formes de phosphore alimen-
taire, le phosphore phytique (PP) et le phosphore non phytique (PnP) d'origine végétale, minérale
et animale, dans le tractus gastro-intestinal a été développé et évalué (Létourneau-Montminy et
al., 2011). Le modéle proposé integre et prédit I'effet des processus physiologiques les plus per-
tinents impliqués dans la digestion et I'absorption du phosphore, y compris les formes alimen-
taires du phosphore, la présence de phytase exogéne et la concentration alimentaire en calcium.
Il prédit également I'effet du temps de transit et du pH des différentes sections du régime alimen-
taire. Le modele donne en sortie le phosphore et le calcium apparent absorbés. Il peut étre utilisé
comme un outil prospectif pour étudier la digestibilité du phosphore pour différents aliments
et stratégies d'alimentation, ainsi que I'effet de processus digestifs spécifiques sur 'utilisation du
phosphore par voie digestive. Deuxiemement, étant donné le grand nombre de publications sur
la digestibilité du phosphore chez les porcs, la méta-analyse, une méthode statistique pertinente
pour résumer et quantifier les connaissances acquises par le biais de recherches précédemment
publiées (Sauvant et al., 2008; Sauvant et al., 2020), a été choisie pour prédire la digestibilité du
phosphore en tenant compte des formes de phosphore alimentaire, du calcium et des phytases
exogenes. Les formes alimentaires sont le PP et le PnP d'origine végétale, minérale et animale
(Létourneau-Montminy et al., 2012). Cette étude a fourni une loi de réponse du phosphore ATTD
(g/kg) aux variations de PP, PnP et phytase. Les résultats ont montré une relation linéaire entre
le PnP et le phosphore digestible. Les PnP minéraux-animaux et les PnP végétaux sont tous deux
hautement digestibles, respectivement a 78% et 73%. Un coefficient de digestibilité de 21% a éga-
lement été trouvé pour le PP, ce qui montre qu'une partie du PP est disponible pour l'absorption
sans apport de phytase exogeéne (Jongbloed et al., 1992; Rapp et al., 2001; Kemme et al., 2006).
Ensuite, 'amélioration de la digestibilité du phosphore par la phytase microbienne a été simulée
par I'équation enzymatique classique de Michaelis-Menten. La réponse a la phytase dépend de la
quantité de PP, qui est son substrat. L'ajout de 500 unités phytasiques (FTU) de phytase micro-
bienne par kg d'aliment a un aliment contenant 2 g de PP/kg a augmenté la quantité de phos-
phore digestible de 0,60 g/kg. Avec 3 g de PP/kg, la quantité de phosphore digestible a augmenté
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de 0,67 g/kg. Il est intéressant de noter que la quantité de PP varie peu dans les ingrédients des
porcs. Enfin, le calcium alimentaire diminue linéairement la digestibilité du phosphore indépen-
damment de I'apport en phytase, comme cela a été montré précédemment en testant différentes
concentrations de calcium alimentaire croisées avec différents niveaux de phytase (Adeola et al.,
2006; Létourneau-Montminy et al., 2010; Narcy et al., 2010). Cette méthode simple permet de pré-
dire la digestibilité réelle du phosphore a partir de I'analyse chimique du régime alimentaire en
phosphore total, PP, calcium et phytase microbienne, tandis que le PnP est la différence entre le
phosphore total et le PP tel gu'utilisé chez les poulets de chair (NRC, 1994).

1.2.3 Critéres de réponse et de suivi

Il est nécessaire d'ajuster I'apport en phosphore aux besoins du porc afin de diminuer |'excré-
tion de phosphore. Néanmoins, 'apport ne doit pas étre trop faible afin d'éviter une éventuelle di-
minution des performances de croissance ou engendrer des douleurs ou des blessures a I'animal.
Plusieurs critéres plus ou moins invasifs sont disponibles afin d'évaluer les besoins des animaux.

Performances de croissance

Le suivi le plus facilement réalisable est celui du suivi des performances de croissance (i.e.,
consommation journaliére, gain moyen quotidien (GMQ), efficacité alimentaire). Les cendres ne
représentent pas plus de 4% du poids vif, dont environ 18% sont composées de phosphore (Mahan
& Shields, 1998; Mitchell et al., 2001b; De Lange et al., 2003). Ce minéral n'est donc pas quantita-
tivement important dans le gain de poids de I'animal. Néanmoins, une carence en phosphore
peut entrainer une baisse d'appétit (Suttle, 2010), conduisant a une diminution de l'ingestion de
protéines et d'énergie, lesquelles entrainent une diminution des performances de croissance. Cet
effet a été mis en évidence par Vier et al. (2019b), qui ont montré qu’'une carence en phosphore
mais aussi qu'un exces de phosphore pouvait entrainer une diminution du GMQ et de l'efficacité
alimentaire. Selon ces auteurs, un apport en phosphore entre 116 et 127% du NRC maximise le
GMQ et I'efficacité alimentaire. Néanmoins, |'effet de la carence en phosphore est aussi a mettre
en lien avec le ratio Ca:P, plus élevé qu'attendu. Afin de palier la diminution des performances,
Vier et al. (2019a) proposent de ne pas dépasser le ratio STTD Ca:P STTD de 1,75 lors d'apport de
phytase et de 1,82 sans phytase. A l'inverse, certains auteurs (Pomar et al., 2006; Gonzalo et al.,
2018) n'ont pas montré de différence de performance avec différents apports de phosphore et
calcium.

Cendres osseuses

Les niveaux d'apport en calcium et phosphore ont un effet direct sur la minéralisation et la
santé osseuse, c'est pourquoi ce sont des indicateurs de choix de I'adéquation entre les apports
en phosphore et calcium et les besoins du porc. La minéralisation et la santé osseuse peuvent étre
mesurées de facon invasive (cendres osseuses, caractéristiques biomécaniques) ou non invasive
(imagerie). Le principal avantage des méthodes non invasives est qu'elles permettent le suivi d'un
méme animal tout au long de sa croissance.

La quantité de cendres osseuses est trés sensible aux apports de calcium et phosphore. Elle
est aussi dépendante de I'age de I'animal et du type d'os étudié (Crenshaw, 2014; Sgrensen et
al., 2019). En revanche, la proportion de calcium et phosphore dans les cendres osseuses reste
constante avec 38 a 40% de calcium et 17 a 19% de phosphore, principalement sous forme d'hy-
droxyapatite. Néanmoins, le ratio Ca:P peut augmenter lors de carence en phosphore (Sgrensen
et al., 2019). Aussi les conséquences d'une carence ou d'un exces de phosphore ne sont pas les
mémes dépendamment de I'os étudié. Par exemple, Serensen et al. (2019) ont montré qu'un ali-
ment carencé en phosphore (66% en dessous du besoin) entrainait une diminution de la minéra-
lisation de I'humérus et du fémur mais le fémur a été plus affecté, avec une diminution de 23%
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de cendres osseuses contre 81% pour 'humérus. Un apport de phosphore a 144% du besoin, n'a
pas permis d'augmenter les cendres osseuses par rapport au groupe témoin. Ces différences de
sensibilité pourraient étre liées au type de tissus osseux : le tissu trabéculaire est plus affecté par
une carence en phosphore que le tissu cortical. Ainsi, selon leur fonction, leur localisation et leur
histologie, certains os seraient plus métaboliquement actifs que d'autres. De plus, la minéralisa-
tion osseuse est différente selon I'age des animaux : de 3 a 30 kg de poids le dép6t de minéraux
est plus rapide dans le tronc tandis que de 30 a 138 kg de poids vif le dép6t est plus rapide dans les
jambes (Mitchell et al., 2001a). Le choix de l'os étudié est donc important puisqu'il peut entrainer
des conclusions différentes. Crenshaw et al. (2009) ont par exemple montré que les cendres du
fémur étaient mieux corrélées au contenu minéral osseux (CMO) du corps total que le péroné.

Biomécanique

Cette méthode a longtemps été considérée comme le standard pour évaluer la qualité des os.
Bien que cette méthode soit simple et peu colteuse (Oksztulska-Kolanek et al., 2016), elle reste
invasive. Contrairement a la quantification des cendres osseuses ou des scans, cette méthode
présente directement le risque de fracture, qui est une donnée importante dans le cas de la pro-
duction porcine (perte d'animaux, déclassification a I'abattoir...). Les résultats de ces analyses ne
vont pas forcément dans le méme sens que les autres, surtout en cas de pathologie (Cannata-
Andia et al., 2013) et ne permettent pas de connaitre le dépdt de minéraux dans les os. Les tests
biomécaniques sont classés selon le sens de la force imposée a I'os étudié (Oksztulska-Kolanek
et al., 2016) et sont sensés représenter ce que peut subir I'os in vivo (Nordin & Frankel, 2021). Les
os peuvent donc subir des compressions, des tensions, des forces de cisaillement, de flexion ou
de torsion (Figure 1.8, Oksztulska-Kolanek et al., 2016).

Figure 1.8 - Les différents effets de la force appliquée sur I'os. Le schéma représente les directions
de la charge (indiquées par des fleches) et les effets de la force appliquée (indiqués par des tirets):
a- os normal sans force appliquée, b- force de compression, c- résistance a la traction, d- résistance
au cisaillement, e- résistance a la torsion, f- résistance a la flexion (Oksztulska-Kolanek et al., 2016)

La charge appliquée a l'os et sa réponse, sont transformées respectivement en contrainte et
en déformation, permettant d'établir une courbe de contrainte-déformation (Figure 1.9, Turner &
Burr, 1993). Il existe deux zones dans cette courbe, séparées par le point de résistance. La pre-
miéere zone, avant ce point est celle de déformation élastique. Dans cette région, I'os est assimilé
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a unressort : la déformation augmente linéairement avec la force appliquée mais lorsque l'os est
relaché il revient dans sa forme initiale. Aprés le point de résistance, dans la zone de déformation
plastique, I'os subit des dommages irréversibles (déformation de la structure de I'os, microfrac-
tures...), jusqu'a atteindre le point de rupture.
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Figure 1.9 - En haut : Courbe de contrainte-déformation divisée en région de contrainte élastique
et région de contrainte plastique. Le x a l'extrémité de la courbe correspond a la contrainte et a
la déformation au moment de la rupture. En bas : Mesure de la résistance a partir de la courbe
contrainte-déformation (Turner & Burr, 1993)

Les propriétés mécaniques des os sont sujettes a des effets des apports en calcium et phos-
phore, de I'age de I'animal, et de son sexe (Crenshaw et al., 1981). Les résultats sont aussi diffé-
rents selon l'os choisi en corrélation avec I'age du porc (Crenshaw et al., 1981), par exemple chez
des animaux de 2 mois, les paramétres biomécaniques du fémur sont différents selon le niveau
de calcium et phosphore ingéré, ce qui n'est plus le cas a 8 mois. Il est donc nécessaire de bien
choisir quel os étudier, selon les objectifs de I'étude.
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Imagerie

Les deux intéréts majeurs des méthodes par imagerie sont de pouvoir suivre le méme animal
tout au long d'un essai sans avoir a I'abattre et d'avoir la possibilité d’obtenir le CMO du corps
total, mais aussi d'isoler des régions, voire des os sur le méme animal (Mitchell et al., 2001a;
Létourneau-Montminy et al., 2010; Gonzalo et al., 2018). Avec le CMO du corps total, il est possible
de s'affranchir de l'effet des os qui ne réagissent pas de la méme facon aux apports de calcium et
de phosphore tel que discuté plus tét (Crenshaw et al., 1981). Néanmoins, le CMO est peu corrélé
aux propriétés mécaniques des os (Crenshaw, 1986). Ainsi un CMO élevé n'est pas synonyme de
force ou d'intégrité de I'os. Deux méthodes d'imagerie sont principalement utilisées lors de suivi
de croissance des porcs : le dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) et le computed tomography
(CT). Ces méthodes permettent de connaitre la composition corporelle des porcs avec le CMO,
la quantité de tissus gras et de tissus maigres. Le DXA présente les avantages d'étre plus rapide
et d'envoyer des radiations moins fortes que le CT scan (Tewari et al., 2018). Néanmoins, le CT
scan permet d'obtenir des images 3D et d'analyser les volumes (Scholz et al., 2015). Aussi, il serait
meilleur a la différenciation des tissus mous, et avec ces images, il est possible de différencier I'os
trabéculaire de I'os cortical (Bredella et al., 2010; Kinsella et al., 2015).

Marqueurs osseux

Les marqueurs osseux peuvent aussi étre mis en relation avec les besoins en calcium et phos-
phore des animaux en permettant d'évaluer le statut de 'animal. En effet, ces marqueurs sont des
indicateurs de résorption ou d'accrétion osseuses. Le niveau peut aussi changer en fonction de
I'dge chez les enfants et jeunes adultes (de 1 a 18 ans, Rauchenzauner et al., 2007). Aucune réfé-
rence n'existe pour le porc en croissance, ces marqueurs ne sont donc pas utilisés directement
de facon quantitative mais plutét en comparaison avec un groupe témoin, permettant ainsi de
repérer des différences de statut entre les animaux. Or, l'intensité de ces deux phénomeénes, en
particulier la résorption, est contrélée par les hormones impliquées dans le métabolisme phos-
phocalcique.

Formation. L'ostéocalcine (OC) est considérée comme un marqueur sensible et spécifique de
I'activité des ostéoblastes (Delmas et al., 2000; Szulc et al., 2000) et son niveau est corrélé au taux
de formation osseuse. Le niveau d'OC dans le sang est plus précisément tres corrélé au renou-
vellement osseux : plus le renouvellement est important, plus il y aura d'OC (Szulc et al., 2000). La
teneur en OC peut étre mesurée dans le plasma, le sérum et méme l'urine. La molécule est par
contre assez instable, 'échantillon doit donc étre rapidement traité et congelé. Il est aussi conseillé
de faire les prises de sangs au méme moment de la journée, car 'OC est sensible au rythme circa-
dien (Cormier et al., 1993; Szulc et al., 2000). Le taux d'OC serait plus élevé chez les femelles que
chez les males (Cormier et al., 1993). La méthode la plus courante pour analyser I'OC est celle de
I'ELISA.

L'alcaline phosphatase (BAP) est aussi un marqueur de formation osseuse, elle ne permet ce-
pendant pas de prédire le dépdt de minéraux (Szulc et al., 2000). L'alcaline phosphatase est libérée
par la membrane cellulaire de différents tissus du corps : foie, 0s, intestin. La mesure de l'alcaline
phosphatase totale est donc difficile a interpréter, bien que la BAP soit prédominante chez les ani-
maux en croissance, du fait d'un renouvellement osseux important (Allen, 2003). La BAP est fiable
et trés spécifique aux os (Delmas et al., 2000; Szulc et al., 2000). Elle peut étre analysée dans le
plasma ou le sérum. La méthode la plus utilisée est celle du test ELISA.

Les propeptides du procollagéne de type | (PICP et PINP) sont des morceaux de collagéne de
type | clivés avant la formation de fibriles (Szulc et al., 2000; Allen, 2003). Le collagene représente
environ 90% de la structure protéique de la matrice osseuse. Les PICP et PINP sont considérés
comme des mesures quantitatives des collagénes de type | nouvellement formés (Delmas et al.,
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2000). Les propeptides retrouvés dans les urines ne sont que moyennement sensibles a la for-
mation osseuse et sont peu spécifiques aux os (Szulc et al., 2000). En revanche les propeptides
plasmatiques sont bien corrélés avec les indices histomorphométriques de la formation osseuse
(Cormier et al., 1993). Pour ces molécules aussi, les ELISA ou les méthodes dimmunoessais sont
privilégiées.

Résorption. Des molécules de DPD et PYD sont des agents de pontage du collagéne, libérés
lors de la dégradation du collagéne mature. Le DPD est considéré comme le plus spécifique aux
0s, puisqu'il n'est pas présent dans les collagénes de type | de la peau et trés peu dans les tissus
connectifs comme les tendons ou les ligaments (Szulc et al., 2000; Allen, 2003). Les DPD et PYD
libres excrétés lors des phases de résorption ne sont jamais réutilisés dans la synthéese de col-
lagéne, ni absorbés, ni métabolisés avant leur excrétion urinaire. Ils peuvent donc étre mesurés
de facon fiable dans les urines (Szulc et al., 2000). Le DPD ne peut d'ailleurs qu'étre mesuré dans
l'urine tandis que le PYD peut étre mesuré dans l'urine et le sérum (Allen, 2003).

Lors de la résorption osseuse, les télopeptides du tropocollagéne, liés au noyau pyridinium
sont libérés et appelés CTX pour la partie terminale C, et NTX pour la partie terminale N (Allen,
2003). lls peuvent étre mesurés dans l'urine ou le sérum (si la mesure est réalisé dans l'urine, elle
doit étre corrigée du niveau de créatinine) mais contrairement aux DPD et PYD, une partie des
CTX et NTX est métabolisée par le foie et les reins. Les CTX et NTX sont considérés comme les
meilleurs marqueurs de la résorption osseuse (Nishizawa et al., 2005). La méthode ELISA est la
plus courante pour ces analyses.

La dégradation des collagénes matures libere aussi de I'hydroxyproline. Il n'est pas réutilisé
pour la synthése de collagene et peut donc étre considéré comme un marqueur de la résorp-
tion osseuse (Szulc et al., 2000). Cependant, ce marqueur est peu spécifique aux os et son niveau
urinaire ne refléte pas la résorption de collagene puisqu’une partie de I'hnydroxyproline est méta-
bolisée par le foie (Cormier et al., 1993).

1.2.4 Estimer précisemment les besoins en phosphore et calcium

Selon la FAO et organisation mondiale de la santé (WHQO) 2001, un besoin en nutriments est un
niveau d'apport qui répond de facon adéquate a des critéres spécifiques pertinents sans risque
de déficit ou d'exces. Ces criteres comprennent un ensemble d'effets biologiques associés a I'élé-
ment nutritif. En production animale, un besoin est défini comme la quantité nécessaire pour
maximiser un facteur de production tel que la croissance corporelle ou la minéralisation osseuse.
En pratique, la croissance seule est souvent un mauvais indicateur du statut minéral. Les analyses
de tissus doivent toujours accompagner les données de croissance et d'apport alimentaire lors
de I'évaluation de 'adéquation en minéraux (Baker, 1986). La minéralisation osseuse a longtemps
été la norme, mais les questions environnementales ont conduit plusieurs pays a la revoir, don-
nant lieu a la notion de performance de croissance (NRC, 2012) . Dans le cas du calcium et du
phosphore, le besoin peut étre défini comme la croissance selon le potentiel génétique tout en
assurant une minéralisation osseuse optimale et en maintenant les risques environnementaux au
minimum. En d'autres termes, une approche multicritére de la fixation des besoins en nutriments
est nécessaire. Pour répondre a ces différents objectfs, les approches globales et factorielles, et
de plus en plus les modéles mécanistes, prennent en compte simultanément les variables les plus
importantes, notamment la génétique, le poids vif et le sexe.

Approche globale

Cette méthode consiste a mesurer différents critéres de performance (taux de croissance,
indice de consommation...) dans des troupeaux qui ont été nourris avec des niveaux croissants
du nutriment testé. Si tous les critéres ne sont pas satisfaits simultanément, I'apport adéquat est
considéré comme celui qui optimise le critére le plus important (Sauveur, 1989). A cette époque,
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la digestibilité des nutriments n'était pas prise en compte. Cette approche présente deux incon-
vénients majeurs. Le premier est qu'il est difficile de comparer l'estimation des besoins en nutri-
ments par cette approche avec la disponibilité ou la digestibilité de la matiére premiére. Le second
est que, comme la disponibilité des nutriments, 'approche ne tient pas compte des portions de
phosphore et de calcium effectivement utilisées et ne permet pas de différencier les portions libé-
rées dans les féces et dans l'urine. Les approches globales ont été remplacées par les approches
factorielles dans les années 1990.

Approche factorielle

Une méthode plus avancée est I'approche factorielle, qui consiste a quantifier et a additionner
les besoins pour chaque fonction physiologique, par exemple, pour I'entretien et la croissance.
Avec I'émergence de cette méthode est apparue la prise en compte de l'absorption intestinale des
minéraux. Plusieurs méthodes factorielles d'estimation des besoins en phosphore et en calcium
ont été proposées comme Jondreville et Dourmad (2006), NRC (2012) et Bikker et Blok (2017). La
premiére de ces méthodes est basée en partie sur des études menées il y a plusieurs années en
France (Guéguen & Perez, 1981; Sauveur & Perez, 1989) et aux Pays-Bas (Jongbloed et al., 1999),
et est largement appliquée en France et en Europe. La deuxiéme est populaire en Amérique du
Nord. La troisieme est en fait une mise a jour de la méthode de Jongbloed et al. (1999) basée sur
les données publiées depuis. Les besoins en phosphore estimés par ces méthodes sont présentés
dans le tableau 1.1.

Dans le modéle de Jondreville et Dourmad (2006), I'estimation des besoins en phosphore et
calcium vise une minéralisation osseuse de 100%. Le besoin d'entretien correspond aux pertes
urinaires obligatoires, car les besoins en phosphore étant exprimés sur une base ATTD, les pertes
fécales endogenes sont déja considérées. Les besoins d'entretien en phosphore sont estimés a
10 mg/kg de poids corporel (Guéguen & Perez, 1981). Les besoins pour la croissance sont évalués
sur la base du gain moyen quotidien. Enfin, le besoin total en calcium est estimé selon un rapport
fixe de 2,9 avec le besoin en phosphore ATTD.

Le NRC (2012) considére que la rétention de phosphore et d'azote est fortement corrélée, et
que cette corrélation est peu affectée par la génétique animale ou le sexe. Selon leur modeéle, la
rétention maximale de phosphore chez les porcs en croissance dépend des protéines corporelles.
Les pertes basales endogenes dans le tractus gastro-intestinal sont estimées a 190 mg par kg de
MSI, pour exprimer les besoins en phosphore STTD, et la perte urinaire minimale a 7 mg/kg de
poids vif. Enfin, les performances de croissance sont maximisées en considérant que le besoin en
phosphore STTD correspond a 85% du niveau qui maximise la rétention de phosphore. Le besoin
total en calcium est fixé a 2,15 fois le besoin en phosphore STTD.

Dans le modéle de Bikker et Blok (2017), les besoins en calcium et en phosphore sont estimés
indépendamment et visent une minéralisation osseuse de 100%. Le besoin est la somme de la
rétention de calcium ou de phosphore et du besoin d'entretien. Une relation allométrique lie la
rétention de calcium et de phosphore dans 'organisme au gain de poids vif vide de 'animal. Le be-
soin d'entretien comprend la perte urinaire obligatoire et la perte endogéne minimale. Les pertes
endogenes fécales basales de phosphore et de calcium sont fixées respectivement a 6 mg et 8 mg
par kg de poids corporel et les pertes urinaires obligatoires sont estimées a 1 mg et 2 mg par kg
de poids corporel. Dans des conditions de faible apport en phosphore ou en calcium, ces pertes
inévitables sont faibles mais deviennent plus importantes quand I'apport augmente. L'efficacité
d'utilisation du phosphore et du calcium absorbés est donc fixée a 98%. Les besoins en calcium
et phosphore sont d’'abord estimés en STTD avant d'appliquer un coefficient de digestibilité de
58% au besoin en calcium pour I'exprimer en calcium total. Dans ce modéle, comme dans celui de
Sauveur (1989) le besoin en calcium est estimé selon une approche factorielle basée sur le calcium
digestible, et I'expression en calcium total en supposant une digestibilité de 45-50% du calcium.
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Ceci permet d’'adapter le besoin en Ca:P digestible en fonction du poids et des performances des
animaux. La méme approche a été récemment utilisée pour les truies par Gauthier et al. (2019) et
Gaillard et al. (2019).
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Dans tous ces modeles, le dépbt de cendres est fortement corrélé au gain de tissus mous.
Cependant, de récents essais d'alimentation ont montré que ce n'est pas le cas chez les porcs en
croissance (Figure 1.10, Couture et al., 2018).
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Figure 1.10 - Evolution du dépét protéique et du CMO en fonction du poids vif (Couture et al.,
2018)

Le dépot de protéines augmente linéairement jusqu’a un poids corporel d'environ 60 kg, puis
diminue, tandis que le dép6t de contenu minéral osseux augmente jusqu'a ce que les porcs at-
teignent le poids d'abattage (120 kg). Ces deux variables sont donc des mesures de processus
physiologiques différents. Dans les modéles de Jondreville et Dourmad (2006) et NRC (2012), le
besoin en calcium et le besoin en phosphore digestible forment un rapport fixe tout au long de
la vie du porc. Or, comme nous l'avons vu précédemment, la croissance des os et celle des tissus
mous sont dissociées, ce qui entraine logiquement un rapport entre le besoin en calcium et le
besoin en phosphore qui n‘est pas le méme tout au long de la vie de I'animal.

Eléments clés

Le phosphore et le calcium peuvent étre distribués selon diffférentes formes
aux porc. Ces différentes formes possedent leur propre digestibilité. La valeur
en phosphore des aliments est décrite sur la base digestible, contrairement
au calcium, exprimée sur une base totale. De récentes méthodes telles que la
modélisation mécaniste ou la méta-analyse sont pertinentes afin de détermi-
ner la valeur en phosphore disgestible d'un aliment en considérant l'effet de
différents facteurs alimentaires (ex: forme, quantité de phosphore ou de cal-
cium). Aujourd’hui les besoins des porcs en croisssance sont déterminées par
une approche factorielle, permettant de considérer séparement les besoins
de production et d'entretien.
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1.3 Stratégies pour réduire les excrétions de phosphore

1.3.1 Modéle mécaniste

L'approche factorielle peut étre utilisée dans un modéle mécaniste. Les modéles mécanistes
visent a représenter les mécanismes d'un systéme. En fait, ils rassemblent les mécanismes sous-
jacents qui contrdlent le fonctionnement d'un systéme. Ainsi, la notion classique de besoins (ho-
méorheése, réponse a long terme) peut étre complétée par la réponse des animaux aux entrées
(homeostase, cour terme, Sauvant, 1992). Plus récemment, dans le modéle de Létourneau-Mont-
miny et al. (2015), le dépdt potentiel de calcium et de phosphore était dépendant du dépét poten-
tiel de protéines. Mais comme vu précédemment, les dépots de protéines et de cendres osseuses
ne sont pas corrélés (Couture et al., 2018). Par conséquent, I'évaluation des besoins en calcium et
phosphore doit tenir compte du fait que les changements dans le tissu squelettique ne sont pas
directement proportionnels a la croissance maigre. Cela apparait clairement lorsque I'on observe
la capacité des porcs dépourvus de phosphore et de calcium a remplacer rapidement la masse
osseuse par une minéralisation osseuse compensatrice (voir section 1.3.3).

1.3.2 Vers une dégradation plus efficace du phosphore phytique
L'enzyme : phytase

Les phytases, myo-inositol hexaphosphate phosphohydrolases, sont des enzymes qui hydro-
lysent les acides phytiques et en libérent les groupements phosphates (Almeida & Stein, 2010).
Chez les porcs en croissance, il existe 4 sources de phytase : 1) la muqueuse de l'intestin gréle,
2) les micro-organismes du gros intestin, 3) la matiere végétale ingérée et 4) la phytase exogene
ajoutée a l'alimentation. Une unité d'activité phytasique est définie comme la libération de 1 umol
de phosphore inorganique par minute dans une solution contenant 5,1 mmol de phytate de so-
dium par litre a pH 5,5 et 37°C (Dersjant-Li et al., 2015). Une faible activité phytasique endogene est
observée dans la partie proximale de l'intestin du porc, mais environ 20% du phosphore phytique
serait néanmoins potentiellement absorbable (Rapp et al., 2001; Kemme et al., 2006; Létourneau-
Montminy et al., 2012). Certaines matiéres premiéres végétales possédent leur propre activité phy-
tasique. Celle-ci est plus ou moins importante selon I'ingrédient et la partie utilisée (Jondreville
& Dourmad, 2006; Humer et al., 2015). L'activité phytasique est plus élevée dans certaines cé-
réales comme le seigle, le triticale, le blé ou l'orge que dans les céréales plus riches en protéines
(Sauvant et al., 2004). La phytase végétale est sensible a la chaleur (plus que les phytases micro-
biennes), puisque son activité est partiellement ou totalement inactivée aprés des traitements a
haute température (plus de 70°C) tels que ceux destinés a la granulation (Greiner & Konietzny,
2006; Jondreville & Dourmad, 2006 ; Selle & Ravindran, 2008). C'est pourquoi dans les tables d'ali-
mentation INRA-AFZ (Sauvant et al., 2004) deux valeurs sont données pour la digestibilité du phos-
phore, une qui tient compte de l'effet de la phytase endogéne a utiliser lorsque l'aliment est donné
sous forme de farine, et une seconde sans tenir compte de I'effet de la phytase endogéne a utiliser
lorsque l'aliment est granulé. Par conséquent, la source de phytase la plus prometteuse reste la
phytase exogéne.

Nouvelles générations de phytases

La premiére phytase exogene a été commercialisée en 1991 aux Pays-Bas, premier pays a avoir
mis en place une réglementation stricte visant a limiter les rejets de phosphore issus de I'élevage
de porcs et de volailles. L'utilisation des phytases s'est ensuite accélérée suite a l'introduction de |é-
gislations similaires dans d'autres pays et a l'interdiction de l'utilisation de sous-produits animaux
en Europe (Selle & Ravindran, 2008). Ces enzymes ont d'abord été isolées a partir de champignons
(Tableau 1.2), puis de nouvelles techniques ont permis la production de phytases par des bacté-
ries et des levures, conduisant a la deuxiéme génération de phytases. Les phytases commerciales
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courantes sont obtenues a partir de cultures de Aspergillus niger, Peniophora lycii (champignons, 3-
phytase) et Escherichia coli (bactéries, 6-phytase). Chez le porc, la phytase bactérienne s'est avérée
plus efficace que la phytase fongique (Augspurger et al., 2003; Adeola et al., 2006). C'est pourquoi,
les phytases fongiques ont été supplantées au début des années 2000 par les 6-phytases pro-
duites par Escherichia coli. D'autres phytases de seconde génération obtenues a partir de cultures
de Citrobacter braakii, Buttiauxella sp. et méme des formes hybrides ont rapidement suivi. Les phy-
tases de troisieme génération comportant jusqu’a 8 substitutions d'acides aminés dans I'enzyme
d'Escherichia coli présentent une meilleure thermostabilité (Vasudevan et al., 2017). La présence
de phytase végétale réduit la réponse a I'ajout de phytase exogéne (Selle & Ravindran, 2008). Les
phytases de nouvelle génération développées par génie génétique libérent davantage de phos-
phore (van Dijck et al., 2003). Les phytases exogénes augmentent également la disponibilité du
calcium (Gonzalez-Vega & Stein, 2014) mais le mécanisme sous-jacent reste a déterminer. La di-
gestion du phosphore et du calcium chez le porc a été modélisée en intégrant les interactions, les
différentes formes chimiques et I'effet de la phytase (Létourneau-Montminy et al., 2011). La disso-
ciation des phytates de calcium au pH gastrique est présumée dans ce modéle comme montrée in
vitro (Maenz et al., 1999). En augmentant la proportion de phytate dégradée par la phytase dans le
tube digestif supérieur, moins de complexes calcium-acide phytique devraient étre formés dans
I'intestin gréle ou le pH y est favorable. En conséquence, plus de calcium devrait rester disponible
pour I'absorption. Cependant, nous n'avons pas vu de validation de cette hypotheése in vivo et le
mode d'action exact de la phytase sur le calcium reste peu clair. Les phytases libérent de préfé-
rence les phosphates en position 5 et 6 plutdt que de déphosphoryler complétement le phytate
(Adeola & Cowieson, 2011). Or, ce sont les IP5 et IPg qui ont la plus grande affinité pour les cations
tels que le calcium. En conséquence, les doses de phytase couramment utilisées augmenteraient
la disponibilité du calcium plus que celle du phosphore, dans un rapport d'environ 2, tandis que
les doses élevées maintiendraient la libération du phosphore alors que la libération du calcium
atteindrait une asymptote (Adeola & Cowieson, 2011).

Facteurs influengant I'efficacité de la phytase

Pour une action optimale, l'acide phytique doit étre hydrolysé en amont des sites d'absorp-
tion du phosphore et d'autres minéraux tels que le calcium, le zinc et le fer. Le phosphore est
principalement absorbé dans la partie supérieure de l'intestin gréle (Liu et al., 2000; Crenshaw,
2001). L'hydrolyse dans I'estomac est donc idéale, ce qui signifie que I'enzyme doit étre suffisam-
ment active au pH stomacal (3,5 chez les jeunes porcs et plus bas chez les animaux plus agés, Lei
& Porres, 2003). La phytase de Aspergillus niger fonctionne bien a un pH de 2 ou 5-5,5, mais mal
au pH gastrique du porc. La gamme de pH optimale des phytases de nouvelle génération a été
abaissée et dans certains cas élargie (Figure 1.11, Morales et al., 2011; Menezes-Blackburn et al.,
2015; Christensen et al., 2019, Tableau 1.2).

Pour limiter les pertes d'activité, les phytases doivent étre rendues résistantes aux protéases
digestives. Les phytases de deuxiéme génération se sont révélées meilleures dans ce sens (Penio-
phora lycii vs Escherichia coli, Figure 1.12, Morales et al., 2011). Aprés 2 heures de contact avec la
pepsine, les phytases d'Escherichia coli ont conservé 77% de leur activité initiale contre 31% pour
une phytase d'Aspergillus niger (Dersjant-Li et al., 2015).

La température idéale d'activation de la phytase se situe entre 50 et 60°C. Par contre, les trai-
tements a haute température (> 70°C) diminuent I'activité phytasique de I'aliment (Eeckhout & De
Paepe, 1994; Kornegay, 2001; De Jong et al., 2017). Les phytases de deuxieme génération de Es-
cherichia coli ont perdu leur thermostabilité par rapport aux phytases fongiques (Lei et al., 2013),
a I'exception d'une phytase de troisieme génération de Escherichia coli (Phy9X), qui est résistante a
des températures plus élevées, jusqu'a 75°C (Garrett et al., 2004 ; De Jong et al., 2017). Néanmoins,
laugmentation de la température de résistance des phytases peut conduire a une température
optimale plus élevée et donc potentiellement diminuer leur efficacité a la température du corps
du porc (environ 39°C) (Outchkourov & Petkov, 2013).
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Table 1.2 - Caractéristiques de quelques phytases microbiennes commerciales®

Dégra-
dation
Produit Origine Expression Typeb pH optimal  IPg© Annéed
Natuphos® Aspergillus niger  Aspergillus niger 3 2,555 503 1990
Allzyme® SSF Aspergillus niger  Aspergillus niger 3 6
Finase® P/L Aspergillus niger Trichoderma reesei 3 2,5
Ronozyme® P Peniophora lycii Aspergillus oryzae 6 4-4,5 480 2002
Phyzyme® XP Escherichia coli Schizosaccharo- 6 4,5 140 2003
myces pombe
(ATCC 5233)
OptiPhos® Escherichia coli Pichia pastoris 6 3.4;5,0 2006
Quantum™ Escherichia coli Pichia pastoris 6 4,5 148 2007
Ronozyme® Hiphos Citrobacter braakii  Aspergillus oryzae 6 4-5 269 2010
Quantum® Blue Escherichia coli Trichoderma reesei 6 4-5 211 2012
Axtra® PHY Buttiauxella sp. Trichoderma reesei 6 3,5-4,5 129 2013
Natuphos® E Hybrid phytase Aspergillus niger 6 4-5 2016

(Hafnia sp., Yersinia
sp. et Buttiauxella
sp.)

a Cette table n'est pas une liste exhaustive et représente seulement quelques phytases dispo-
nibles sur le marché, adapté de Dersjant-Li et al. (2015), Dersjant-Li et al. (2019) et Lei et al. (2013)
b 3. ou 6- phytase

€ Activité phytasique nécessaire a la réduction de 50% des IPg, avec un volume élevé de tampon
d Année de sortie commerciale

120 120

B
100
80

60

40

Activity (% maximum)
Activity (% maximum)

20

Figure 1.11 - Effet du pH sur 'activité phytasique des phytases testées in vitro avec EC1 : Quantum
(AB Vista), EC2 : Quantum Blue (AB Vista), EC3 : Phyzyme XP (Danisco), CB : Ronozyme Hiphos (DSM),
PL : Ronozyme NP (DSM), AN : Natuphos (BASF), BSP : AxtraPHY (Danisco) (Menezes-Blackburn et
al., 2015)

Pour étre les plus utiles, les phytases doivent dégrader préférentiellement les phytates IPg et
IP5 le plus rapidement possible. Elles doivent donc avoir une grande affinité pour ces substrats.
Les phytases de deuxieme génération ont été améliorées dans ce sens (Outchkourov & Petkov,
2013), du moins en terme de vitesse de réaction initiale (Vmax) in vitro avec les substrats IPg et IPsg
(Menezes-Blackburn et al., 2015).

Malgré 'amélioration des phytases, il est important de comprendre qu'elles agissent sur les
phytates solubles. Par conséquent, les facteurs qui influencent la solubilité des phytates doivent
étre contrdlés. Certains minéraux interférent avec les phytates. Les cations ont un pouvoir in-
hibiteur lié a leurs affinités pour l'acide phytique mais aussi a l'insolubilité des complexes gu'ils
forment. Ce pouvoir est mesurable par la quantité de minéral qui fait chuter I'hydrolyse des phy-
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Figure 1.12 - Activité phytasique résiduelle de la phytase d'Escherichia coli et de Peniophora lycii
apres hydrolyse par la pepsine ou un extrait brut d’estomac de truite selon le temps d'incubation
(0, 60, 120, 180 and 240 min). L'incubation a été réalisée en ajoutant 1 FTU de phytase a une solu-
tion de protéase avec 5000 U de pepsine porcine ou d'extrait brut gastrique de poisson, réalisée
a pH 2,0 (HCl); 16°C. Les résultats sont représentés sous forme de moyenne + SE (triplicatas). Des
lettres différentes, pour chaque temps, indiquent des différences significatives (P < 0.05) entre les
phytases (Morales et al., 2011)

tates de 50% a un pH donné (Maenz et al., 1999). Plus la quantité est faible, plus I'inhibition est
importante. Sur cette base, le classement suivant a été établi (Maenz et al., 1999) : a pH 6 : Fe2*
>7Zn%*= Fe3* >Mn2* >>Ca2*>Mg2* A pH 5 : Fe3* >Fe2*>Zn2* >>Mn2* >Ca2*>>Mg?*, représentatifs
du pH intestinal chez le porc. Ce pouvoir inhibiteur représente les affinités des minéraux pour
I'acide phytique mais aussi l'insolubilité des complexes formés. La réduction du pH a 4, qui corres-
pond au pH stomacal, réduit fortement le pouvoir de tous les minéraux testés.

Le fer présente le plus fort potentiel d'inhibition, mais a notre connaissance, aucune étude de
son effet sur l'efficacité de la phytase en alimentation animale n'a été publiée. En ce qui concerne
le zinc et le cuivre, leur apport peut étre élevé chez les porcelets avec des niveaux dits pharmaco-
logiques (2500 ppm) lorsqu'ils sont utilisés comme facteur de croissance pour réduire la diarrhée.
Le zinc a un fort pouvoir complexant, un seul cation zinc étant capable de se lier a deux molé-
cules d'acide phytique (Champagne & Fisher, 1990). L'effet du zinc sur I'efficacité de la phytase a
été étudié chez des porcs sevrés (6-20 kg). Avec 1000 et 3000 FTU dans l'alimentation, I'oxyde de
zinc a 3000 mg/kg a diminué I'ATTD du calcium de respectivement 6% et 9% et 'ATTD du phos-
phore de 10% et 16% chez des porcs pesant 15-20 kg (Blavi et al., 2017). Chez les jeunes porcs
pesant de 7 a 13 kg, la libération de phosphore par la phytase était réduite de 30% lorsque la te-
neur en zinc de l'alimentation était de 1500 mg/kg (Augspurger et al., 2004). L'effet du cuivre sur la
phytase est moins clair. Les phytates de cuivre semblent étre solubles a pH neutre (Champagne
& Fisher, 1990), ce qui suggére l'absence d'effet. Une étude in vitro du cuivre a 62,5 mg/kg et a
pH 5,5 suggére que la libération de phosphore par la phytase peut diminuer de 2 a 30% selon la
source du cuivre (Pang & Applegate, 2006). A 500 mg/kg, les diminutions variaient de 5 & 75%. A
pH 6,5, les diminutions étaient encore plus marquées, mais elles étaient presque inexistantes a
pH 2,5. L'explication la plus probable a ces observations serait la formation de complexes acide
phytique-cuivre insolubles a un pH plus élevé, ce qui est préoccupant compte tenu du pH de l'in-
testin du porc (Pang & Applegate, 2006; Ren et al., 2020; Ren et al., 2021). Chez les porcs pesant de
6 a 22 kg, la digestibilité du phosphore était plus grande avec le cuivre chélaté par la méthionine
qu'avec le sulfate de cuivre (Ren et al., 2021). Le cuivre chélaté serait plus stable dans le tractus
gastro-intestinal supérieur et moins disponible pour former des complexes avec 'acide phytique
et permettrait ainsi une meilleure libération du phosphate absorbable (Pang & Applegate, 2006;
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Richards et al., 2010). Des tests de l'effet de la forme et de la concentration de zinc et de cuivre sur
la digestibilité de calcium et de phosphore chez des porcs de 6 a 22 kg ont montré que la forme
de cuivre n‘avait aucun effet, alors que la forme de zinc en avait (Ren et al., 2020).

Le calcium est classé comme moins inhibiteur mais il est incorporé dans les aliments a des
concentrations beaucoup plus élevées que le zinc, le cuivre ou le fer. Par conséquent, le calcium
forme une proportion importante de phytates insolubles, fréquemment avec le zinc (Cheryan &
Rackis, 1980). Les phytases récentes ayant une plus grande affinité pour les IPg et IP5, qui ont
des affinités plus élevées pour le calcium, le rapport Ca:P libéré par les phytases de deuxieme et
troisieme génération est d'environ 2 a 500 FTU/kg (Figure 1.13) et diminue a mesure que l'activité
phytasique augmente (Adeola & Cowieson, 2011; Cowieson et al., 2011; Walk, 2016).
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Figure 1.13 - Relation théorique entre la libération de phosphore a partir du phytate et la valeur
de calcium associée montrant un effet extra phosphorique disproportionné avec la destruction
initiale des esters supérieurs (Cowieson et al., 2011)

Les niveaux de phytase pratiqués en élevage peuvent donc conduire a une augmentation du
rapport Ca:P digestible. Des essais ont montré que l'efficacité de la phytase diminue lorsque le
rapport Ca:P augmente dans l'alimentation (Lei et al., 1994; Qian et al., 1996; Liu et al., 1998), mais
sans comparaison avec des régimes sans phytase, ce qui ne permet pas de savoir sile calcium a un
effet sur la phytase ou sur I'absorption du phosphore (Driver et al., 2005). Lorsque le rapport entre
le calcium et le phosphore total passe de 1,2 a 1,8, la croissance des porcs a été plus lente, indé-
pendamment de la présence de phytase, ce qui suggére un effet spécifique di au calcium plutot
gu'une influence sur l'efficacité de la phytase a libérer le phosphore (Adeola et al., 2006). Dans des
essais menés avec du phosphore au besoin, la digestibilité du phosphore a légérement diminué
lorsque le rapport Ca:P augmentait de 1,2 a 1,9 mais était indifférente a la phytase (Létourneau-
Montminy et al., 2010). De plus, I'excrétion urinaire de phosphore était 5 fois plus élevée a un
ratio Ca:P de 1,2, en raison du manque de calcium pour le dép6t de phosphore dans les os. Aussi,
aucun effet du calcium sur l'efficacité de la phytase n'a été constaté lorsque les animaux étaient
nourris au-dela des besoins en phosphore (Wu et al., 2018). Un ratio Ca:P élevé ne semble donc
pas avoir d'effet direct sur 'efficacité de la phytase a libérer le phosphore mais plutét sur I'absorp-
tion et la rétention du phosphore, pouvant aller jusqu'a provoquer une carence en phosphore
et finalement une moins bonne croissance indépendamment de la présence de phytase (Selle &
Ravindran, 2008; Létourneau-Montminy et al., 2010).
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1.3.3 Stratégie de déplétion réplétion

Les animaux peuvent surmonter certaines carences minérales en améliorant l'absorption et
I'efficacité de l'utilisation de ces minéraux (Underwood & Mertz, 1987). Chez plusieurs espéces,
la restriction alimentaire en calcium et en phosphore entraine une augmentation de l'absorption
intestinale, de la réabsorption rénale, ainsi que du dépdt et de la mobilisation dans le tissu osseux
(Suttle, 2010). Les effets de la restriction alimentaire en calcium et des processus de récupération
sur le métabolisme osseux ont été étudiés il y a plusieurs décennies chez le rat (Stauffer et al.,
1972, 1973; Drivdahl et al., 1984) et chez 'nomme (Akesson et al., 1998). Les résultats suggérent
que l'os a des moyens de reconstituer les pertes dues a l'utilisation des réserves minérales, et
que la PTH et la vitamine D jouent un réle dans ces mécanismes. L'accrétion osseuse, I'absorption
intestinale et la réabsorption rénale des minéraux sont sous régulation hormonale.

La stratégie de déplétion-replétion des apports en calcium est déja utilisée pour préparer les
vaches laitieres a une forte demande en calcium en début de lactation (Goff, 2006) et prévenir
la fievre du lait. En donnant une ration carencée en calcium pendant quelques semaines avant le
début de la lactation, les mécanismes régulateurs qui maintiennent les niveaux de calcium dans le
sang (augmentation de I'absorption intestinale et de la réabsorption rénale) sont activés (Friggens
et al., 2004; Goff, 2006). Quelques jours avant le vélage, lorsque la demande en calcium devient
trés élevée, les vaches regoivent alors plus de calcium (Friggens et al., 2004), et le déficit entre
le besoin et le calcium absorbé est plus faible grace a l'effet du priming sur la PTH. L'animal est
également mieux préparé a puiser dans le calcium osseux en cas de besoin pour maintenir les ni-
veaux de calcium sanguin et prévenir ainsi la fievre vitulaire. Des mécanismes de régulation assez
similaires permettent de maintenir les niveaux de phosphore, et ceux-ci peuvent étre exploités
pour augmenter |'utilisation du phosphore alimentaire chez les animaux en croissance et donc la
durabilité des exploitations d'élevage du point de vue environnemental. L'idée sous-jacente a la
stratégie de déplétion-replétion est donc de déclencher des mécanismes de régulation pendant
la phase de déplétion afin d'induire une augmentation de I'efficacité de I'utilisation du phosphore
sans affecter les performances de croissance (Suttle, 2010). Dans le cas du phosphore et du cal-
cium, le contenu minéral du corps ou d'un os spécifique est surveillé par absorptiométrie a rayons
X (DXA, Kasper et al., 2020). Pendant la déplétion chez les porcs en croissance, la quantité miné-
rale osseuse du corps continue d'augmenter, mais I'accrétion osseuse est réduite par rapport aux
porcs témoins, ce qui entraine une réduction de la teneur minérale osseuse.

Lorsque l'apport en phosphore est intentionnellement inférieur aux besoins estimés des ani-
mauyx, le niveau de calcium est généralement diminué en méme temps afin d'éviter les effets délé-
téres d'un rapport Ca:P digestible élevé sur I'absorption du phosphore. Lorsque les animaux ainsi
préparés sont nourris avec le régime de réplétion, qui fournit du phosphore au moins au niveau
des besoins, le déficit est comblé. Cela permet une réduction globale de I'apport en phosphore
alimentaire pendant la phase d'élevage. Des études de déplétion-réplétion chez des animaux en
croissance comme les porcs (Varley et al., 2011; Létourneau-Montminy et al., 2014; Gonzalo et al.,
2018) et les poulets (Yan et al., 2005; Ashwell & Angel, 2010; Rousseau et al., 2016; Valable et al.,
2018; Valable et al., 2020) ont permis d'augmenter efficacement l'utilisation du phosphore et de
limiter son excrétion sans compromettre le bien-étre et les performances des animaux. Certains
auteurs (Aiyangar et al., 2010; Ryan et al., 2011) ont mis I'accent sur 'amélioration de la santé
osseuse et ont permis de mieux comprendre les effets déléteres d'un court déficit en calcium ali-
mentaire pendant la croissance sur la minéralisation osseuse a long terme. Les principaux essais
réalisés chez le porc sont résumés dans le tableau 1.3.

Dans des conditions de carence, la régulation du calcium fait appel a la PTH, qui est une hor-
mone hypercalcémique qui augmente l'utilisation du calcium alimentaire, mais avec un effet hypo-
phosphorémique concomitant di a I'excrétion rénale du phosphore (Nussey & Whitehead, 2001).
La carence en calcium doit donc étre évitée. Chez les porcs en croissance, la PTH réduit 'expression
des génes liés a la réabsorption du phosphore dans le rein, favorisant I'excrétion du phosphore
dans l'urine (Gonzalo, 2017). Une déplétion en phosphore de l'ordre de 30 a 40% et légerement
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inférieure pour le calcium induit une déminéralisation du méme ordre dans le corps entier et les
vertebres, mesurée par DXA (Tableau 1.3). L'essai de Aiyangar et al. (2010) montre une déminé-
ralisation plus importante avec une carence en calcium plus élevée. Le métacarpe semble moins
déminéraliser (5-10%) que le corps entier ou les vertébres (Varley et al., 2011) alors que le fémur
réagit comme le corps entier. L'appauvrissement des réserves osseuses mesuré dépend donc
principalement du degré d'appauvrissement alimentaire et de la région osseuse étudiée.

Plusieurs études ont montré que cette stratégie fonctionne et augmente les gains de CMO et
I'utilisation du phosphore digestible lorsque les animaux sont nourris avec un régime de réplétion
(au niveau des besoins ou plus). Le gain de CMO dans les vertébres L2 a L4 chez les animaux dé-
plétés a dépassé celui des porcs témoins non déplétés de 56% au cours d'une premiere phase de
réplétion de 28 jours et de 15% au cours d'une seconde réplétion de méme durée (Létourneau-
Montminy et al., 2014) et de 29% apres une réplétion de 28 jours et de 11% apreés une réplétion
de 56 jours dans une autre étude (Figure 1.14, Gonzalo et al., 2018). Les augmentations corres-
pondantes de l'utilisation du phosphore digestible calculée comme le dépot par rapport a 'apport
étaient de 20-50% avec une récupération du déficit osseux en 28 a 56 jours pour le corps entier
et en 28 jours pour les vertébres. Le délai plus court pour les vertébres pourrait étre dd a leur
pourcentage élevé de tissu trabéculaire, qui est plus sensible que le tissu cortical aux carences
minérales (Schanler et al., 1991). De plus, chez le porc, la minéralisation osseuse est plus rapide
dans le tronc de 3 a 30 kg de poids vif que dans les autres parties du squelette (Mitchell et al.,
2001a). En revanche, le régime de réplétion n'a pas permis de restaurer la minéralisation osseuse
dans au moins deux études porcines (Aiyangar et al., 2010; Ryan et al., 2011).
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Contenu minéral osseux (g)

0 1 2 3 4
Phase alimentaire
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Figure 1.14 - Contenu minéral osseux de porcs en croissance nourris avec des régimes de
déplétion-réplétion (Gonzalo, 2017), C : phase d'alimentation de 28 jours avec l'aliment contrdle,
au besoin en phosphore et calcium, L : phase d'alimentation de 28 jours avec I'aliment déplété en
phosphore et calcium

Des régulations phosphocalciques se produisent dans l'intestin, les reins et les os (Schréder et
al., 1996; Gonzalez-Vega & Stein, 2014). L'absorption de calcium peut augmenter de 27% lors d'une
réplétion, par rapport a des animaux témoins (Létourneau-Montminy et al., 2014). L'OC, dérivée de
I'os nouvellement synthétisé et donc un indicateur de l'activité ostéoblastique et d'une accrétion
osseuse accrue (Allen, 2003), augmente pendant la phase de réplétion (Varley et al., 2011). Les
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mécanismes physiologiques sous-jacents, qui stimulent les réponses des animaux a la stratégie
de déplétion-replétion restent mal compris. Il semble néanmoins qu'il soit possible d'obtenir une
minéralisation osseuse et des performances de croissance adéquates en diminuant l'apport et
I'excrétion de phosphore grace a une meilleure efficacité d'utilisation de ce dernier.
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1.3.4 Efficacité des stratégies de mitigation : comparaison et perspectives

L'atténuation de I'empreinte environnementale du phosphore dans la production porcine se
référe a la fois a I'optimisation de l'utilisation des phosphates, qui sont une ressource non renou-
velable, qui doit étre extraite et transportée, et a la minimisation de son excrétion, en particulier
dans les régions a forte densité de production. Certaines stratégies d'atténuation ont été propo-
sées dans les sections précédentes.

Le potentiel de diminution de I'excrétion de phosphore avec la phytase est bien connu (Selle
& Ravindran, 2008). En fait, son potentiel dépend principalement d'une matrice nutritionnelle pré-
cise. Tout d'abord, une estimation et une utilisation précises de la matrice phosphore sont cru-
ciales. La matrice calcium a récemment été montrée comme étant d'une grande importance car
d'une part, un exces de calcium soluble peut diminuer la digestibilité du phosphore (Adeola et al.,
2006) et d'autre part, en cas de carence en calcium, le phosphore n'est pas retenu et est excrété
dans l'urine (Létourneau-Montminy et al., 2010). Un essai récent avec des phytases microbiennes
(500 FTU), Lagos et al. (2021) a montré une baisse de 37% de I'excrétion totale de phosphore, et
une réduction de 6,1 g/kg de I'apport en phosphate monocalcique, pour des porcs de 60 kg de
poids vif. Par ailleurs, Almeida et Stein (2010) ont montré que l'excrétion totale de phosphore di-
minue jusqu’a 51% avec 685 FTU a 15 kg de poids vif, et que I'apport de phosphate monocalcique
est réduit jusqu'a 8 g/kg.

La stratégie de déplétion-réplétion a également conduit a une diminution de I'apport de phos-
phate et de I'excrétion de phosphore. Dans I'essai de Gonzalo et al. (2018), une période de déplé-
tion de 28 jours entraine une diminution de I'apport en phosphore de 8 a 12%, et 2 périodes de
déplétion distinctes de 28 jours (LCLC, C étant une phase de 28 jours d'alimentation avec I'aliment
contréle) entralnent une réduction de 12% de I'apport en phosphore. L'excrétion de phosphore
dans les groupes CLCC, CCLC et LCLC a diminué respectivement de 15, 13 et 16%, par rapport
au témoin. La diminution de l'excrétion de phosphore était plus importante que la diminution
de l'apport en phosphore grace a une meilleure utilisation du phosphore pendant les périodes
de déplétion et de réplétion. Avec une collecte totale de phosphore dans les feces et les urines,
Létourneau-Montminy et al. (2014), ont montré qu'une déplétion de 56 jours peut conduire a une
diminution de l'excrétion de phosphore de 19% avec une diminution de I'apport de phosphore
de 23%. Comme vu précédemment, peu d'auteurs ont testé des stratégies de déplétion-replétion
sur des porcs en croissance et les résultats sont contrastés en termes de compensation de la mi-
néralisation osseuse (Gonzalo, 2017). Il manque encore des données pour définir précisément
une stratégie idéale de déplétion-replétion (durée, age, intensité de la déplétion). L'étude des mé-
canismes sous-jacents, comme les régulations hormonales, aidera certainement a atteindre cet
objectif et a pouvoir appliquer cette stratégie en ferme. Néanmoins, une réduction de 15 a 20%
de l'utilisation du phosphate et de I'excrétion de phosphore peut étre obtenue avec la stratégie
de déplétion-réplétion.

Dans une simulation, Pomar et al. (2009) ont montré que I'alimentation de précision, une stra-
tégie en cours de développement, qui permet de nourrir les porcs avec des régimes adaptés quo-
tidiennement a leurs besoins individuels en nutriments, pourrait réduire de 38% l'excrétion de
phosphore. Une étude récente a comparé l'excrétion de phosphore chez les porcs sous alimenta-
tion conventionnelle ou de précision (Andretta et al., 2014). Le systeme d'alimentation individuelle
et quotidienne (basé sur I'estimation des besoins en lysine) a conduit a une diminution de 27%
de I'excrétion de phosphore par rapport au systeme d'alimentation en phase de groupe. Dans cet
essai, la phytase a été utilisée mais n'a pas été comparée a un contrdle sans phytase. La combi-
naison d'une alimentation de précision avec phytase et d'une stratégie de déplétion-réplétion n'a
pas encore été testée. La combinaison de ces 3 méthodes semble étre une stratégie prometteuse
qui pourrait conduire a une plus grande réduction de I'excrétion de phosphore.
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Eléments clés

L'ajout de phytase est une méthode déja trés utilisée pour réduire les excré-
tions de phosphore en élevage de porcs. La stratégie de déplétion-réplétion,
consiste a apporter du phosphore et éventuellement du calcium en dessous
le besoin lors d'une phase de déplétion, puis d'apporter ces minéraux au be-
soin lors de la réplétion. Cette stratégie induit des régulations du métabolisme
phosphocalcique et semble tres prometteuse mais n'est pas encore bien mai-
trisée. L'alimentation de précision, déja reconnue pour réduire les excrétions
d'azote, pourrait aussi jouer un réle dans les excrétions de phosphore.
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Chapitre 2

Question de recherche

Dans les matiéres premiéres utilisées pour I'alimentation des porcs, le phosphore se présente
le plus souvent sous forme phytique et est trés peu disponible pour les porcs. Des phosphates mi-
néraux sont donc utilisés pour couvrir leurs besoins. Inversement, 'excés de phosphore apporté
aux porcs par leur alimentation engendre une augmentation des co(ts de production a travers
I'achat de ces phosphates et le traitement des effluents d'élevage dans certains contextes. Le phos-
phore peut ainsi causer des problémes environnementaux tels que 'eutrophisation dans les cours
d'eau et I'apparition d'algues vertes dans certaines régions a forte densité animale (Gourmelen &
Rieu, 2006; Dourmad et al., 2020). A linverse, une carence en phosphore peut induire une diminu-
tion de la minéralisation osseuse et entrainer un risque de fractures plus élevé, particulierement
chez les porcs a forte croissance (Gutzwiller et al., 2007; Teixeira et al., 2016). Par ailleurs, du fait
de I'étroite relation entre les métabolismes du phosphore et du calcium, leurs apports alimen-
taires doivent étre établis simultanément. Ainsi, un apport alimentaire trop élevé en calcium par
rapport a celui en phosphore est responsable de la formation de complexes Ca-P indigestibles qui
sont ensuite excrétés dans les feces. En revanche, lorsque I'apport alimentaire en calcium est trop
faible par rapport a celui en phosphore, ce dernier n‘est pas déposé dans les os et est finalement
excrété par voie urinaire (Létourneau-Montminy et al., 2010). Dans les deux cas, I'efficience d'uti-
lisation du phosphore est diminuée, conduisant a une réduction de la minéralisation osseuse et
une augmentation des rejets de phosphore. Il est donc nécessaire de définir les facteurs alimen-
taires conditionnant l'utilisation du phosphore et du calcium, et de déterminer de facon précise
les variations des besoins nutritionnels de ces deux éléments chez le porc en croissance.

Chez le porc en croissance, les besoins en phosphore et calcium sont aujourd’hui estimés en
fonction de la croissance des tissus mous, c'est a dire selon le gain moyen quotidien (Jondreville
& Dourmad, 2005), le dépbt de protéine corporelle (NRC, 2012) ou selon le gain de poids vif vide
(Bikker & Blok, 2017). De récents résultats de recherche ont montré que le dépét de protéines
corporelles augmente jusqu’a environ 60 kg de poids vif puis diminue au-dela, tandis que le dép6t
de minéraux dans les os augmente linéairement de 25 a 120 kg de poids vif (Couture et al., 2018).
Ainsi, environ 70% du dép6t total de phosphore et 99% de celui en calcium sont indépendants
du dépobt de protéines corporelles, puisqu'ils sont fixés dans les os selon une cinétique différente
de celle suivie par le dép6t protéique (Crenshaw, 2001; Couture et al., 2018). Afin d'améliorer les
prédictions des besoins en phosphore et calcium chez le porc en croissance il serait donc perti-
nent de séparer le besoin pour 'os de celui pour les tissus mous. De plus, dans la majorité des
approches citées précédemment, le besoin en calcium est obtenu en utilisant un ratio fixe avec
le besoin en phosphore digestible (ratio Ca:P) allant de 2,15 (phosphore STTD, NRC, 2012) a 2,9
(phosphore ATTD, Jondreville & Dourmad, 2005). Dans les modéles cités, ce ratio reste constant
pour toute la période de croissance des animaux, c'est a dire jusqu’a 140 kg de poids vif. Le ratio
de dépot de calcium et phosphore dans les os est en effet constant, car ils sont principalement
déposés sous forme d’hydroxyapatite (Cas(POg4)3(OH)). Cependant, la répartition du dép6t en cal-
cium et du dépot en phosphore sont différentes et la vitesse de dép6t de minéraux dans les os et
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celle du dépdt de tissus mous n'est pas la méme. Ces différences dans la répartition corporelle du
phosphore et du calcium et dans la cinétique des dépbts protéiques et minéraux, suggerent que
les besoins en phosphore et calcium évoluent de facons différentes pendant la croissance de I'ani-
mal. De récents travaux de recherche en modélisation ont par ailleurs émis I'hypothese que les
apports alimentaires en calcium et phosphore devraient étre formulés de maniére indépendante
au cours de la croissance des porcs (Létourneau-Montminy et al., 2015; Bikker & Blok, 2017).

Selon les objectifs de production, les besoins en phosphore et en calcium sont calculés afin
de prioriser la minéralisation osseuse, les performances de croissance (gain moyen quotidien et
indice de consommation), ou la minimisation de l'excrétion de phosphore. Différents facteurs tels
que larace, le sexe ou la vitesse de croissance peuvent également influencer les besoins nutrition-
nels des animaux en ces minéraux. La prédiction des besoins en phosphore et en calcium chez le
porc en croissance nécessite donc a la fois une approche multicritére afin de répondre a plusieurs
objectifs de production, et une approche multifactorielle pour considérer plusieurs facteurs ayant
un effet sur les besoins en phosphore et calcium. Face a la dualité de ces approches, une analyse
systémique peut permettre de maitriser la complexité entre les différentes composantes du sys-
téme étudié (interactions animal-aliment). Compte tenu des connaissances scientifiques actuelles,
la modélisation mathématique mécaniste constitue un outil adapté pour mieux comprendre les
processus mis en jeu dans le métabolisme phosphocalcique.

Nous avons choisi de développer un modéle mécaniste qui considére de maniére indépen-
dante le dép6t de minéraux dans les os et le dép6t de protéines ou de tissus mous. La construc-
tion d'un modéle mécaniste vise a représenter les tissus dans lesquels le phosphore et le calcium
peuvent étre déposés. La construction d'un tel modeéle suppose de connaitre la dynamique d'allo-
métrie de croissance des tissus mous et de |'os. Ensuite, il est également nécessaire de connaitre
la composition chimique, notamment en phosphore et en calcium de chaque tissu (Figure 2.1). Si
les croissances protéique et lipidique a I'échelle de I'animal sont bien connues, la composition en
protéines et lipides tissu par tissu I'est moins. Les données sont encore plus rares pour le calcium
etle phosphore. A notre connaissance, le dernier essai présentant une composition minérale tissu
par tissu a été réalisé par Nielsen en 1973, chez des porcs de 90 kg de poids vif. Or, la sélection gé-
nétique a depuis modifié la composition chimique des porcs, mais ces modifications n'ont pas été
étudiées tissus par tissus. Une ré-évaluation de la composition chimique des porcs actuels appa-
rait donc essentielle et sera proposée dans cette thése pour développer notre modéle mécaniste.

Le modéle visera a estimer les besoins en phosphore et en calcium du porc lorsqu'il exprime
pleinement son potentiel de minéralisation osseuse (Figure 2.1). Ceci permet d'éviter tout pro-
bléme de boiteries ou fractures qui serait lié a I'alimentation en phosphore et calcium. Dans cer-
tains cas, les apports en phosphore permettant la maximisation de la minéralisation osseuse ont
cependant un effet délétere sur les performances de croissance (Vier et al., 2019b). Néanmoins,
Langlois et al. (2016b) ont testé des apports en phosphore allant jusqu'a 140% du besoin NRC
(2012) et Pomar et al. (2006) des apports allant jusqu’a 160% du besoin NRC (1998) et aucun effet
sur les performances de croissance n'a été percu. Il y aurait donc la possibilité de construire un
modele optimisant la minéralisation osseuse et les performances de croissance. Concernant les
rejets, plus les apports en phosphore sont importants, plus les rejets le sont, il faudra donc s'in-
téresser ici a des solutions nutritionnelles pour augmenter I'efficience d'utilisation du phosphore.
L'estimation des besoins en calcium a aussi son importance, puisse qu'il faut suffisamment de
calcium pour déposer un maximum de phosphore dans les os et ainsi limiter les excrétions en
phosphore. Pour développer un tel modéle, la force motrice sera constituée par le dép6t de mi-
néraux dans os. Cette force motrice sera représentée par une équation « charpente » du dépdét de
minéraux, construite sur la base de données expérimentales obtenues sur des génotypes porcins
récents.

Plusieurs solutions nutritionnelles permettent d'augmenter l'efficience d'utilisation du phos-
phore chez les porcs en croissance. La plus connue est celle de I'utilisation des phytases, largement
répandue sur le terrain (Selle & Ravindran, 2008). Par ailleurs, des stratégies de déplétion-réplétion
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ont également été étudiées récemment (Gonzalo et al., 2018). Les séquences de déplétion-réplétion
consistent en un apport de phosphore et éventuellement de calcium en dessous du besoin estimé
de I'animal lors d'une période définie, suivie d'une phase de réplétion, durant laquelle I'animal est
nourri au niveau de son besoin. Cette stratégie devrait initier des régulations hormonales chez les
porcs pouvant favoriser l'efficacité d'utilisation du phosphore. L'utilisation du phosphore est ainsi
améliorée au moment de la phase de déplétion mais aussi lors de celle de réplétion. Cependant, la
déplétion-réplétion, bien que prometteuse, n'est pas une stratégie qui a fonctionné a chaque fois
gu'elle a été testée (Gonzalo, 2017). Il est nécessaire de comprendre dans quelles situations cette
stratégie réussit (Figure 2.1) . De plus, les phytases de dernieres générations encore peu étudiées,
n‘ont jamais été utilisées dans le cadre de telles séquences. Le modéle précédemment construit
sera testé sur le terrain et challengé avec notamment des stratégies de déplétion-réplétion ou
sans phosphate (avec phytase). Les réponses des animaux pourront étre comparées avec les pré-
dictions du modeéle et étre utilisées pour une validation externe du modele.

@ Estimation des besoins @ Stratégies nutritionnelles

lIl. Déplétion-
réplétion (Chapitre 5)

Données
expérimentales

" . lIb. Besoins
|. Composition Ila. Construction s
) —> N ] minéralisation
porc (chapitre 3) modéle (Chapitre 4) . i
maximale (Chapitre 4)

IV. Stratégie sans

D Essais expérimentaux
phosphate (Chapitre 6)

|:| Modélisation mécaniste

Figure 2.1 - Schéma de la démarche de théese
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Anatomical and chemical composition of growings pigs at different bodyweights
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3.1 Résumé

Une mise a jour de la composition des tissus des porcs en calcium et phosphore était né-
cessaire afin de modéliser leurs besoins (Chapitre 4). En effet, les derniéres données datent des
années 70 et ont été récoltées uniquement chez des porcs de 90 kg. Or, il est possible que la sé-
lection génétique ait modifié la composition chimique des porcs et il est également envisageable
gu'elle change selon le poids vif de I'animal. La composition chimique de certains tissus a effecti-
vement fortement changé, les muscles contiennent par exemple plus de protéine qu'avant et la
composition des tissus en phosphore évolue selon le poids vif. La concentration en phosphore
dans les muscles diminue avec le poids vif. Grace a ces nouvelles informations, nous avons été
en mesure d'affiner les besoins en nutriments des porcs en croissance actuels, en tenant compte
des différences de composition chimique en fonction du poids vif.
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3.2 Abstract

The last complete dissection trial with chemical composition of pigs was conducted in 70's.
Since then, the genetic selection changes the pig growth and potentially his anatomical and chem-
ical composition. Moreover, the last trial, presenting calcium (Ca) and phosphorus (P) concentra-
tions in pig tissues was conducted in pigs at 90 kg of bodyweight, without assuming that compo-
sition could change with age or bodyweight. A dissection trial was thus conducted to determine
the body composition of 30 pigs at 3 different bodyweights (24, 65 and 117 kg). The diet was
supposed to satisfy or exceed all nutrients requirements. Pigs were slaughtered, scalded and de-
haired and then divided into skin, nails and bristles, blood and viscera, fat, muscle and bones.
Each fraction was analyzed for dry matter, protein, lipid, Ca and P. Data were analyzed using the
OLS procedure of the Statsmodels package under Python 3, with the group and the sex and the
interaction as fixed effects. Anatomical composition of pigs evolves with bodyweight and can be
different among sexes. In fact, the parts of viscera and blood decrease with bodyweight, while
the nails and bristles percentages increase. The percentage of subcutaneous fat on the carcass
increases with bodyweight, the muscles part stays unchanged and the skin and bones parts de-
crease with bodyweight. The carcass of modern pigs are leaner than previously. Most of the soft
tissues P and ashes are located in muscle. Moreover the muscle chemical composition evolved
with bodyweight: the P concentration decreased with bodyweight. The proteins part decreased
in viscera and subcutaneous fat as bodyweight increases (P < 0.01), increased in the skin and was
fixed in muscles. The P concentration in dry matter of viscera was fixed with bodyweight, while it
decreased in skin and muscles (P < 0.05). The composition also changed compared to previous tri-
als. With this new information, we are able to refine the nutrient requirements of current growing
pigs, considering differences in chemical composition according to bodyweight.

3.3 Introduction

The efficient use of phosphorus (P) remains a sustainability issue for the swine industry with
the associated environmental risks and the limited ressource of P in mineral form. The P excre-
tions are a threat for the environment, because of the eutrophication. Therefore, it is necessary
to adjust the P level in the diet of growing pigs to their requirements to limit the P excretions. For
that, some models estimate the P requirements by pig but to ensure to have the most accurate
estimate possible, it is crucial to know the chemical composition of pigs. The composition of pigs
in lean and fat tissues, their cinetic of growth and their chemical composition in protein and lipid
are well known, since it is the more valuable tissues in pigs. The mineral composition of pigs has
not been studied as much.

To our knowledge, the last trial to studied the anatomical composition of growing pigs and
the chemical composition of each tissues, was conducted by Nielsen (1973). In this trial the P and
calcium (Ca) were quantify in each pig tissues but only at 90 kg of bodyweight. It is therefore im-
possible to know if the Ca and P compositions change with bodyweight. Moreover, the genectic
selection towards lean carcasses have change the chemical composition of muscles in pigs (Brocks
et al., 2000). Therefore, it is necessarly to update regularly the anatomical and chemical compo-
sition of pigs, including minerals as P or Ca. Lately, Ruiz-Ascacibar et al. (2019b) presented the
chemical composition of the empty body of females, castrated and entire males at different body-
weights (9, 20, 40, 60, 80, 100, 120 and 140 kg). They measured the mineral composition of pig
carcasses but not for each tissues. In order to precisely define the P requirements by growing
pigs, it was necessarly to know the mineral composition of each tissues by growing pigs. Thus, the
objectives of this trial were to quantify and compare the anatomical and chemical composition of
growing pigs at 25, 65 and 120 kg of bodyweight.
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3.4 Material and methods

3.4.1 Experimental setup

A dissection trial was conducted at Sherbrooke Research and Development Centre of Agricul-
ture and Agri-Food Canada and at Laval University. The pigs had free access to feed and fresh
water and were cared for in accordance with the recommended code of practice (Agriculture and
Agri-Food Canada, 2012) and the guidelines of the Canadian Council of Animal Care (2009). The
body composition of 30 pigs ((Large White x Landrace)x Pietrain ; Fertilis 25 x G-Performer 8.0 ;
Aliment Breton, St-Bernard, Quebec, Canada) from a commercial farm at 3 different bodyweights,
namely 24, 65 and 117 kg of bodyweight in average was determined. Two sexes, female and males
castrate, were represented in each group. The diet satisfied or exceed all nutrients requirements
(NRC, 2012).

3.4.2 Dissections

The animals were slaughtered on a commercial slaughterhouse (Patrice Desmarais, Weedon,
Quebec, Canada). The blood was collected immediately after slaughter for each pig separately,
weighted and stored in closed buckets at -20°C. The carcasses passed in a scalding and dehair-
ing machine in order to gather bristles and nails for each group of 10 pigs of the same weight.
The bristles and nails were dried in open air during 48h, weighted, put in vacuum packages (one
for bristles and one for the nails, for each group) before storage at -20°C. Then, the entrails were
collected (heart, pancreas, lungs, liver, spleen, kidneys, reproductive and digestive tracts, glands,
bladder) emptied from digestives contents or urine (stomach, intestines, bladder), cleaned with
water, then, wiped to remove the water surplus, weighted and stored in closed buckets at -20°C.
The hot carcasses weight (after evisceration and exsanguination) were noted. After the carcass
was chilled for 24h at 4°C, the total carcasses of the 24 kg pigs, and the half-carcasses of the
others and the head of each pigs were taken to Agriculture and Agrifood Canada for dissection.
Before dissections, the carcasses and half carcasses were weighted to evaluate the water losses.
The carcasses and half carcasses were standardized, that means that any entrails leftover were re-
moved, weighted, put in vacuum packages at -20°C and add to the entrails. During the dissections,
four tissues were totally separated and weighted: the meat (muscle and fat were not separated),
the bones, the skin and the soft tissue of head (including the skin, ears, nose, eyes, brain, glands
and meat). The soft tissues of head were stored in vacuum package at -20°C and added to the
viscera pool for chemical analysis. Samples of meat were taken for further analysis. Samples of
subcutaneous fat and muscles of different parts of the carcasses were also collected in order to
determine the part of these components in the meat of the carcass (procedure detailled below).
The skin of the carcasses (cut in small squares) were put in vacuum packages and stored at -20°C.
The carcass and head bones were also stored in separate vacuum packages at -20°C. The loss of
material due to the dissection is on average 523, 304 and 193 g or 0.5, 0.6 and 1.1%, in group of
24,65 and 117 kg pigs, respectively.

The meat, subcutaneous fat and muscle were separately minced 3 times and mixed to homo-
geneized all samples. A first analyses of dry matter, protein and lipid were performed on fresh
tissue on fat, muscle and meat and then, a sample were stored in closed containers at -20°C. The
skin was defrosting during a half hour, minced 3 times, hand mixed and a sample was stored in
closed containers at -20°C. The blood, entrails and soft tissues of head were sawed frozen, minced
together 3 times and hand mixed. A sample was stored in closed containers at -20°C. This sample
was named viscera. The first stage of dissection lead to the following anatomical parts: blood, en-
trails, nails, bristles, carcass, head. The different stages of dissection lead to the following samples:
meat, muscle, fat, viscera, bone.
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3.4.3 Chemical analyses

The dry matter, protein and lipid content of the meat, muscle and fat tissue were analysed by
near-infrared transmittance, on fresh minced material (FOSS FoodScan near-infrared spectropho-
tometer, AOAC 2007.04). The dry matter of skin and viscera were analyzed. The lipid and protein
content of the skin and viscera were determined by soxhelt (AOAC 960.39) and kjeltec extraction
(AOAC 990.03), respectively. For ash content samples were dried at 110 °C for 24h. Samples were
then weighed, ashed in a muffle furnace 24h at 600 °C, and weighed again after ashing. The ashes
were used to measure the Ca and P content by inductively-coupled plasma spectrometry.

3.4.4 Calculations

The dissection and measurements were performed on the half carcasses of the pigs of 117 and
65 kg groups and on the entire carcasses in the 24 kg group. The anatomical results will therefore
be presented on relative basis (%) to make the comparison between group possible.

The subcutaneous fat and muscles were not separated. Nevertheless, the protein and lipid
were analyzed in a subcutaneous fat, muscle and meat samples. These datas are sufficiants to
determine the part of subcutaneous fat and muscle in the meat according to Masoumi et al. (2021)
method.

3.4.5 Statistical analyses

Data were analyzed using the OLS procedure of the Statsmodels package under Python 3, us-
ing the individual pig as the experimental unit. The anatomical and chemical datas were analyzed
with the group and the sex as fixed effects and their interaction. Differences were considered
significant when P <0.05 and as a trend when 0.05 < P < 0.10.

3.5 Results

3.5.1 Anatomical composition

There was no difference between sexes on the live, empty body and warm carcass weights (Ta-
ble 3.1). The dressing percents were also the same for castrated males and females, but increased
with bodyweight (P < 0.001) from 75.4% at 24 kg to 81.1% at 117 kg.

The interaction group per sex was not significant for any fraction of the carcass (Table 3.2).
The proportion of entrails and blood decreases with bodyweight (P < 0.01) while the bristles and
nails proportions increased with bodyweight (P < 0.001). The blood and entrails percentage in the
EBW were higher in females (P < 0.05). The head represented a lesser proportion of the EBW with
bodyweight increase (P < 0.001) with 5.5% at 24 kg and 4.4% at 117 kg. The proportion of soft
tissues and bones did not change with bodyweight or sex.

The bodyweight did not affect the muscle proportion of the carcass (Table 3.3). The females
had a greater proportion of muscle than the males (P < 0.001) with 65.1 and 61.9% of muscle,
respectively. The proportion of subcutaneous fat increased with bodyweight passing from 13.8%
at 24 kg to 20.6% at 117 kg (P < 0.001). The males have greater proportion of subcutaneous fat
than females (P < 0.001). The difference between sex in subcutaneous fat proportion was higher
at slaughter bodyweight (P < 0.01), with a difference of 6.2 percentage points between males and
females at 117 kg in comparison to 1.0 and 2.4 at 65 and 24 kg of bodyweight, respectively. There
was no difference between sexes for the skin and bones percentages. The proportion of skin and
bones decreased with bodyweight (respectively +1.9 and +5.1 percentage points at 24 vs 117 kg ;
P <0.001).
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Table 3.1 - Live, carcass and empty body weight in castrated male and female pigs of different

body weights.
24 kg 65 kg 117 kg StatisticsP

Group
Male Female Male Female Male Female SEM? Group Sex x Sex
Live weight®, kg 243 23.6 658 633 1165 1183 247 *** (033 0.28
EBWY, kg 23.1 224 625 602 1107 1124 234 *** 0.33 0.28
Warm carcass®, kg 182 17.9 521 503 944 960 1.92 *** (033 0.38
Dressing, % 749 759 791 795 81.0 81.2 055 *** 080 0.49

4 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

b Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group, Sex
and the interaction. ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P <0.05.

¢ Calculated according to Quiniou and Noblet (1995).

d EBW, empty body weight, without digestive tract fill.

€ Weight of the hot carcass, with the head.

Table 3.2 - Entrails, blood, bristles, nails and head as a proportion of empty body weight and soft
tissue and bone as percentage of head weight in castrated male and female pigs of different body

weights.
24 kg 65 kg 117 kg StatisticsP

Group
Male Female Male Female Male Female SEM@ Group Sex x Sex
EBWS, kg 231 224 625 602 110.7 1124 234 *** (033 0.28
Entrails, % 16.9 156 133 128 121 112 039 *** * 046
Blood, % 43 43 33 33 25 32 036 ** * 0.29
Bristles, % 0.11 0.12 0.16 0.17 0.19 0.19 0.005 *** 0.57 0.41
Nails, % 0.11 0.11 0.12 0.3 0.11 0.11 0.005 *** 0.70 0.50
Head, % 57 52 47 45 4.4 43 0.15 *** 059 0.19
Soft tissuesd, % 619 59.8 619 61.7 632 616 277 054 036 0.77
Bonesd, % 36.2 379 365 365 356 374 244 0.80 0.31 0.75

a SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.
b Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group, Sex
and the interaction. ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P <0.05.

¢ EBW : empty body weight.
d Percentage of the head.
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Table 3.3 - Muscles, subcutaneous fat, skin, and bone as a proportion of carcass in castrated male
and female pigs of different body weights

24 kg 65 kg 117 kg StatisticsP

Group

Male Female Male Female Male Female SEM? Group Sex x Sex
Carcasst, kg 16.3 16.1 484 479 86.1 880 1.77 *** 0.23 0.51
Muscle, % 62.0 65.1 622 64.1 615 66.1 1.02 025 *** 0.20
Subcutaneous fat, % 15.0 126 19.8 188 23.7 175 0.90 *** #** &%
Skin, % 6.1 56 47 45 39 40 022 *** 063 0.15
Bones, % 16.1 155 127 121 104 11.0 038 *** 0.22 0.14

a SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

b Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group, Sex
and the interaction. ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P <0.05.

¢ Carcass weight for the 24 kg group, twice of the half carcass for the 65 and 117 kg
groups.

3.5.2 Chemical composition

The dry matter of viscera increased with bodyweight (P < 0.001) and was greater in males
(P <0.001) and the difference with females increased with bodyweight (P < 0.01 ; Table 3.4) with
0.1, 1.1 and 5.5 percentage points at 24, 65 and 117 kg, respectively. The protein percentage (in
dry matter) decreased with bodyweight (P < 0.001) and was greater in females (P < 0.001). The
difference between males and females increases with bodyweight (P < 0.01) passing from 1.6 per-
centage point at 24 kg to 10.1 percentage points at 117 kg. The lipid percentage was greater in
males (P < 0.001), increased with bodyweight (P < 0.001) and as for the protein, the difference
between sexes increased with bodyweight (from 1.7 to 13.6 percentage points at 24 and 117 kg,
respectively ; P < 0.01). The percentage of ash in the dry matter of viscera decreased with body-
weight (P < 0.001) and was higher in females (P < 0.01).

The sex had no effect on chemical composition of the skin. The dry matter of the skinincreased
with bodyweight with 44.2% at 24 kg, 48.7% at 65 kg and 53.0% at 117 kg (P < 0.01). The percent-
age of protein in dry matter increased with bodyweight from 56.7% at 25 kg to 68.1% at 120 kg
(P <0.001). The lipid and ash percentages decreased with bodyweight (P < 0.01). The lipid per-
centage in dry matter decreased from 46.6% at 25 kg to 37.7% at 120 kg, while the ash percentage
decreased from 1.4% to 0.8%.

The dry matter content in subcutaneous fat increased with bodyweight (P < 0.001) and was
higher in males (P < 0.05). The sex had no effect on the protein percentage in dry matter of subcu-
taneous fat. This percentage decreased with bodyweight (P < 0.001) with 11.5% at 24 kg, 5.0% at
65 kg and 3.9% at 117 kg regarless of sex. The lipid percentage in dry matter also increased with
bodyweight (P < 0.001), but was higher in females (P < 0.05).

The dry matter concentration in the muscle increased with bodyweight (P < 0.001) from 23.4%
at 24 kg to 26.3% at 117 kg. The sex had no effect. The protein percentage in dry matter of
muscles was greater in females than in males (P < 0.05) with 88.2% vs 86.2%, respectively. On the
contrary, the lipid concentration was greater in males than females (P < 0.01) with 8.3 vs 6.3%,
respectively. The bodyweight had no effect on both lipid and protein concentration in muscle dry
matter. The sex had no effect on the ash percentage that decreased from 5.2 to 4.5% from 24 to
117 kg (P < 0.001).
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Table 3.4 - Percentage of protein, lipid, and ash of viscera, skin, subcutaneous fat, and muscle
in castrated male and female pigs of different body weights

24 kg 65 kg 117 kg StatisticsP

Group x
Male Female Male Female Male Female SEM? Group Sex  Sex

Viscera
Dry matter, % 24.5 244 31.4 303 385 33.0 087 *** **% **
Protein, % 60.3 61.9 46.3 484 342 443 1.68 *** %% **
Lipid€, % 30.8 29.1 485 458 61.8 48.2 2.64 Fkk k¥k **
Ash®, % 3.9 4.0 2.6 2.6 1.9 24  0.20 *FE kF 0.11

Skin
Dry matter, % 42.8 455 486 488 533 527 170 ** 075 043
Protein®, % 57.6 55.7 59.2 57.7 66.2 699 331 ** 025 0.39
Lipid®, % 46.1 470 46.0 463 396 357 313 ** 0.26 0.7
Ash®, % 14 13 10 10 08 08 0.08 *** 09 0.18

Subcutaneous fat
Dry matter, % 709 70.7 829 829 863 826 150 *** * 0.15
Protein, % 11.7 112 50 49 34 43 081 *** 016 0.31
Lipid®, % 85.7 86.1 928 932 964 942 091 *** * 0.11

Muscle
Dry matter, % 23.3 235 25.0 252 26,5 26.1 0.21 *** 0.07 0.10
Protein, % 87.7 89.1 86.3 882 846 872 111 023 * 0.71
Lipid€, % 64 55 82 6.1 104 7.4 094 015 ** 0.29
Ash®, % 5.2 52 4.6 4.4 4.5 44 020 *** 064 0.71

4 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

bData were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group,
Sex and the interaction. ***: p<(0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

In dry matter.
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Table 3.5 - Percentage of phosphorus and calcium in the dry matter of viscera, skin, and muscle
in castrated male and female pigs of different body weights.

24 kg 65 kg 117 kg Statistics?

Group x
Male Female Male Female Male Female SEM@ Group Sex  Sex

Viscera
Phosphorus, % 0.497 0.406 0.266 0.439 0.261 0.287 0.1310 0.52 0.83 0.35
Calcium, % 0.055 0.037 0.039 0.057 0.040 0.047 0.0157 0.53 0.63 0.27

Skin
Phosphorus, % 0.181 0.294 0.219 0.136 0.146 0.111 0.0609 * 0.56 0.08
Calcium, % 0.032 0.022 0.029 0.033 0.027 0.033 0.0061 0.06 0.21 0.06

Muscle
Phosphorus, % 0.932 0.954 0.844 0.829 0.777 0.802 0.0307 *** 0.42 0.61
Calcium, % 0.022 0.020 0.021 0.020 0.017 0.017 0.0023 0.56 0.77 0.74

a SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.
bData were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group,
Sex and the interaction. ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

The bodyweight and the sex had no effect on the percentage of P and Ca in dry matter of
viscera and were around 0.359 and 0.046%, respectively (Table 3.5). Sex and bodyweight had also
no effect on Ca concentration of the skin (0.029%) and muscle (0.020%). The P concentration in
dry matter of skin and muscle decreased with bodyweight (P < 0.05), but the sex had no effect.

3.5.3 Partitioning

Sex had no effect on the partitioning of the chemical components in the anatomical fractions
(Table 3.6). The protein partitioning in the different tissues changed with bodyweight, except in
skin (7.0%). The protein located in the viscera decreased with bodyweight (P < 0.001) from 24.3
at 24 kg to 15.7 at 117 kg. The muscles contained 61.5 to 74.1% of the body protein from 24 to
117 kg (P < 0.001), while the subcutaneous fat contained 6.0 to 3.0% of the body protein from 24
to 117 kg (P < 0.001).

The viscera contained 18.4% of the body lipid. The part of lipid located in the skin decreased
with bodyweight (P < 0.001) from 9.4% at 24 kg to 3.6% at 117 kg. The part of lipid located in
muscles was also stable (6.2%). The subucutaneous fat contained 63.9 to 71.5% in 25 and 120 kg
bodyweight pig respectively (P < 0.001).

The ash located in viscera and skin decreased with bodyweight from 29.6 to 17.2% in the vis-
cera and from 3.4 to 1.8% in the skin for 24 and 117 kg respectively (P < 0.01), while the partin the
muscles increased from 67.0 to 80.3% with bodyweight (P < 0.001). The distribution of Ca in each
tissue was not influenced by bodyweight. The skin contained a decreasing percentage of body P
from 3.4% at 24 kg to 1.7% at 117 kg (P < 0.05). The partitioning of P in other tissues was constant.

3.6 Discussion

This study was performed mainly to update P and Ca body composition. Indeed, to our knowl-
edge only one study (Nielsen, 1973) have measured the chemical composition in these mineral of
each pig tissues. This study was performed on pigs only at 90 kg of bodyweight meaning that
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Table 3.6 - Partitioning of protein, lipid, ash, calcium, and phosphorus in castrated male and fe-
male pigs of different body weights

24 kg 65 kg 117 kg StatisticsP
Group
Male Female Male Female Male Female SEM? Group Sex x Sex
Protein
Viscera, % 251 234 19.0 176 157 157 0.70 *** 098 0.14
Skin, % 74 67 7.1 64 72 72 026 0.09 0.99 0.23
Muscles, % 61.5 652 69.8 721 734 741 1.14 *** 052 0.12

Subcutaneous fat, % 6.0 4.8 4.2 3.9 3.7 3.0 0.64 *** (0.08 0.20

Lipid
Viscera, % 19.0 19.1 179 16.6 193 182 0.92 0.13 0.28 0.60
Skin, % 87 100 51 51 31 40 091 *** 027 0.59
Muscles, % 66 7.0 6.0 4.9 6.1 6.7 0.69 0.08 0.49 0.33

Subcutaneous fat, % 65.7 639 71.0 733 715 711 155 *** 085 0.30

Ash
Viscera, % 296 275 219 204 17.8 182 1.57 *** (.78 0.41
Skin, % 34 28 24 24 19 18 032 ** 0.79 0.10
Muscles, % 67.0 69.7 75.7 772 803 80.0 1.70 *** 0.83 0.35
Calcium
Viscera, % 524 421 396 508 49.2 436 944 0.78 0.62 0.41
Skin, % 102 86 107 93 88 105 228 0.78 0.52 0.62
Muscles, % 374 493 49.7 399 420 458 8.05 0.68 0.68 0.30
Phosphorus
Viscera, % 226 164 118 188 148 125 5.07 0.57 0.66 0.23
Skin, % 26 41 3.1 1.8 20 14 1.01 * 0.53 0.09
Muscles, % 748 79.4 851 794 832 86.1 433 0.39 057 035

a SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.
b Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of Group, Sex
and the interaction. ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P <0.05.
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the author was not able to distinguish bodyweight effect on the anatomical and chemical com-
position of growing pigs. Moreover, this study was performed in 1973, but the genetic selection
since that time changed the anatomical and chemical composition of animals (Brocks et al., 2000;
Ruiz-Ascacibar et al., 2019a). The potential evolution of the mineral composition of each tissues
was not studied, therefore there was a need to update these data. These data are important for
the prediction of chemical element deposition in different tissues of growing pigs and improving
growth model robustness. In fact these data are usefull to estimate the P and Ca requirements
for the deposition in muscle and subcutaneous fat as in the model of Lautrou et al. (2020).

3.6.1 Anatomical composition of pigs

The bodyweight affected mainly the EBW and carcass composition, more than sexe. The per-
centage of entrails in EBW decreased with bodyweight and are close to the one found in the lit-
terature, from 11 to 17% depending on bodyweight (Nielsen, 1973; Jargensen et al., 1985; Quiniou
& Noblet, 1995). As previously observed, the proportion of entrails decreases with bodyweight
(Coudenys, 1998). The blood proportion decreased with bodyweight passing from 4.3 to 2.5 for
males and 3.2 for females. The blood EBW proportion was higher in Nielsen (1973) (4.8 at 90 kg)
andJergensen et al. (1985) (4.6 at 20 and 90 kg) than in the actual study and we have no explanation
for this.

In the studies that have measured EBW muscle percentage, the pig carcasses had a percentage
of muscle up to 15 percentage points lower than in our study at every bodyweight in older stud-
ies (Nielsen, 1973; Jergensen et al., 1985; Gu et al., 1992; Bikker, 1994; Quiniou & Noblet, 1995)
while in a recent study, the lean percentage of carcass was about 60-61% as in our study (Ruiz-
Ascacibar et al., 2019a). Besides, the fat percentage was higher in Jargensen et al. (1985), Gu et al.
(1992) and Bikker (1994) than in our study. The genetic selection to have leaner carcasses could
probably be at the origin of these differences (Ruiz-Ascacibar et al., 2019a). The bodyweight had
no effect on the lean tissue proportion of the carcass as observed by Coudenys (1998), while the
fat part increased with bodyweight. Gu et al. (1992) observed an increase of lean proportion and
decrease of fat proportion in the carcass but it was relatively constant from 70 kg of bodyweight
to slaughter. As expected, the carcasses of females have a greater proportion of lean tissues and
a lesser proportion of subcutaneous fat than those of castrated males (Nielsen, 1973; Jergensen
et al., 1985; Quiniou & Noblet, 1995). The percentage of bone in the carcass is in agreement with
Guetal. (1992) (from 11 to 16%, decreasing with bodyweight) and Quiniou and Noblet (1995) (10%
at 56 kg of EBW). As previously observed, the bone percentage decreases with bodyweight (Jar-
gensen et al., 1985; Gu et al., 1992) and bone mass is the same in tested sexes (Quiniou & Noblet,
1995). The skin percentage in the carcass was in accordance with Quiniou and Noblet (1995) and
Gu et al. (1992), slightly decreased with bodyweight as in Gu et al. (1992) and there was no differ-
ence between sexes (Quiniou & Noblet, 1995). Therefore, modern pigs are leaner compared to
previous genetics and presents less subcutaneous fat. Moreover, the muscle proportion is con-
stant and the subcutaneous fat proportion increases with bodyweight, while the bone percentage
in EBW decreases. It could mean that with bodyweight increase, the pigs are more at risk for legs
problems.

3.6.2 Chemical composition and partitioning

The chemical composition of the differents tissues and the partitioning of the chemical ele-
ments (dry matter, protein, lipid, ash) changes with bodyweight, but the sex has little effect. To our
knowledge, the differences of chemical composition in soft tissues according to the bodyweight
were never explored.

Most of the ashes and particularly of the P in soft tissues is located in the muscles (up to 86%),
partly because the highest concentration of ashes and P is found in the muscles. The protein and
P repartition in the different tissues are very close, certainly because most of the P is retained
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in proteins. The dry matter in muscle found in this study is in accordance with Bee et al. (2008).
The percentage of P in dry matter of muscle decreased from 0.943% at 24 kg to 0.790% at 117 kg,
it was lower in the study of Nielsen (1973) with 0.586%. That means that the P concentration in
dry matter of muscles increased from 35 to 61%, certainely because of the protein concentration
increase up to 50% in modern pigs (Nielsen, 1973; Jgrgensen et al., 1985; Bikker, 1994; Loner-
gan et al., 2001). The protein concentration in dry matter of muscles is in agreement with Bee
et al. (2008). The genetic selection for rapid production of lean meat modified the histological and
chemical composition of pigs muscles (Brocks et al., 2000; Lonergan et al., 2001). The muscle of
pigs selected for lean growth (decrease backfat thickness) tends to contain more water, so less dry
matter (Lonergan et al., 2001). The protein concentration in dry matter of muscle is higher in se-
lected pigs than others (+3 percentage points). In the present trial, the protein concentration was
fixed with bodyweight but superior in females than castrated males as in Jargensen et al. (1985).
Surprisingly, the protein in dry matter of muscle is fixed but the P concentration decreases with
bodyweight. The fiber composition of muscle changes with bodyweight by pigs (Choi & Oh, 2016)
and the protein and phospholipids profile of the different muscular fiber are different (Listrat et al.,
2015; Murgia et al., 2021). That can potentially conduct to different amount of P in each muscular
fiber types as demonstrated in murine fibers (Kushmerick et al., 1992).

Then, the second tissue containing most of the body P is the viscera. Because of methodolag-
ical differences, the chemical composition of viscera is not comparable with other studies. But
this comparison is not so crucial given that only 1% of the Ca is found in the soft tissues of pigs
(Nielsen, 1973; Crenshaw, 2001; Suttle, 2010). For the P, 30 to 40% is found in soft tissues (Nielsen,
1973; Crenshaw, 2001) and about 16% of the soft tissue P is located in viscera. That means that
only about 6% of the body P is found in viscera.

The skin contains 1.7 to 3.4% of the soft tissues P and the concentration of chemical element
in the dry matter of skin (protein, lipides, ash, Ca and P) were very similar to the results in Nielsen
et al. (2007).

Finally, there is few ashes in subcutaneous fat (0.3% in dry matter Nielsen, 1973), thatis why itis
difficult to analyse it. The dry matter in the subcutaneous fat was in agreement with Nielsen (1973)
and (Bee et al., 2008). The protein and lipid concentration in dry matter of the subcutaneous fatin
our study is close to the results in Nielsen (1973). In our study, as observed in Jargensen et al. (1985)
the protein concentrattion in the subcutaneous fat decreases with bodyweight, while the lipid
concentration increases. Nielsen (1973) observed a very low level of ashes in the subcutaneous
fat.

3.7 Conclusion

This study provide rare data about the composition in Ca and P of different tissues in pig. It
lead to the validation of the chemical composition of some tissues but also to point out some dif-
ferences with older pigs genetics. Actually, the carcass of modern pigs are leaner and the chemical
composition of dry matter of muscles is more concentrate in protein and P. These updated data
can be used to modelling the physical and chemical composition of pigs (De Lange et al., 2003)
or used as parameters in mechanistic models to determine their requirements. With this new
information, we are able to refine the nutrient requirements of current growing pigs, considering
differences in chemical composition according to bodyweight.
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4.1 Résumé

Un modele mécaniste a été développé pour prédire les besoins en phosphore digestible et
en calcium chez les porcs en croissance. Le besoin en minéraux pour le dép6t osseux y est indé-
pendant de la croissance des tissus mous. Le besoin en calcium du modéle proposé n'est pas fixe
par rapport au phosphore. Le modele prédit un besoin en phosphore digestible inférieur a ceux
de I'INRA et du NRC de 29 a 100 kg, mais au-dessus pour des poids plus faibles et plus élevés.,
L'INRA présente des besoins en calcium plus élevés en tout temps. Comparé au NRC, les besoins
en calcium prédit par le modeéle sont plus faibles de 25 a 82 kg et plus élevés ensuite. Le dépot
potentiel de calcium dans les os est le paramétre le plus sensible pour la prédiction des besoins
en phosphore digestible et en calcium a 30, 60 et 120 kg.
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4.2 Abstract

Phosphorus (P) is an essential nutrient in livestock feed but can pollute waterways. In order for
pig production to become less of a threat to the environment, excreta must contain as little phos-
phorus as possible or being efficiently used by plants. This must be achieved without decreasing
livestock performance. Phosphorus and calcium (Ca) deposition in the bones of growing pigs must
be optimized without affecting muscle gain. This requires precision feeding based on cutting-edge
techniques of diet formulation throughout the animal growth phase. Modelling and data mining
have become important tools in this quest. In this study, a mechanistic model taking into account
the distribution of phosphorus between bone and soft tissues was compared to established fac-
torial models (INRA and NRC) that predict phosphorus (apparent total tract digestible, ATTD-P; or
standardized total tract digestible, STTD-P) and calcium (total and STTD) requirements as a func-
tion of body weight (BW) and protein deposition. The requirements for different bone minerali-
sation scenarios, namely 100% and 85% of the genetic potential, were compared with these two
models. Sobol indices were used to estimate the relative impact of growth-related parameters on
mineral requirements at 30, 60 and 120 kg of BW. INRA showed highest value of ATTD-P require-
ment between 29 and 103 kg of BW (6%) and lower for lighter and higher BW. Similarly, the model
for 85% bone mineralisation showed lower STTD-P requirement than NRC between 29 and 93 kg
of BW (7%) and higher for lighter and higher BW. Contrary to other models, the Ca requirement
of the proposed model is not fixed in relation to P. It increases from 95 kg of BW while the others
decrease. INRA showed the highest Ca requirements. The model Ca requirements for 100% bone
mineralisation are higher than NRC from 20 to 38 kg of BW similar until 70 kg of BW and then
higher again. For 85% objective the model showed lower Ca requirements from 25 to 82 kg of BW
and higher for lighter and higher BW. The potential Ca deposition in bones is the most sensitive
parameter (84 to 100% of the variance) of both ATTD-P and Ca at 30, 60 and 120 kg. The second
most sensitive parameter is the protein deposition, explaining 1 to 15 % of the ATTD-P variance.
Studies such as this one will help to usher in a new era of sustainable and eco-friendly livestock
production.

Implications

Using mechanistic models to assess nutrient requirements, resource utilisation by the live-
stock sector may be fine-tuned. If animal protein production is to become universally accessible,
affordable and safe, basic research, data mining and process modelling must be applied. This
paper describes a mechanistic approach developed to predict dietary Ca and P requirements for
bone mineralisation of growing pigs based on multiple criteria. The livestock sector must take
advantage of the power of data mining in order to remain competitive, intensify and achieve sus-
tainability.

4.3 Introduction

As a key component of DNA and all known metabolic energy systems, phosphorus (P) is an
essential nutrient for all life forms. It is a non-renewable resource with no substitute (U.S. Geolog-
ical Survey, 2019). The sustainability of animal production and of agriculture in general depends
largely on its judicious use. In the bodies of vertebrates, about 60% of the phosphorus occurs
in bone at a fixed ratio with calcium (Ca), while the remaining portion is found mainly in muscle
(Nielsen, 1973). An adequate supply of phosphorus is therefore essential for animal growth, health
and wellbeing, and this must be provided using efficient and sustainable means that minimize the
phosphorus footprint of livestock production. This implies precise estimation of the phosphorus
content of feed ingredients, which has been the subject of many publications and recent method-
ological standardization (NRC, 2012; Bikker & Blok, 2017). This has brought to light important

61



factors determining phosphorus availability, namely chemical form, calcium supply and the use of
phytase (Létourneau-Montminy et al., 2012). Efficient utilisation of potentially absorbable phos-
phorus requires equally precise knowledge of actual requirements for animal growth.

The two factorial methods currently used to predict phosphorus and calcium requirements
of growing pigs are proposed by Jondreville and Dourmad (2005) and NRC (2012). The first one
predicts P retention for maximal bone mineralization based on an allometric relationship between
body P and body weight (BW), with the total Ca requirement corresponding to a fixed ratio of 2.9
for total Ca to apparent total tract digestible P (ATTD-P). The NRC predicts whole body P retention
based on protein deposition. The requirement is set at 85% of the maximal retention according
to the proposed model, which uses a fixed ratio of 2.15 for total Ca to standardised total tract
digestible P (STTD-P). In both models, it is assumed that changes in skeletal tissue are directly pro-
portional to lean growth, which has been shown not to be true (Pomar et al., 2006; Couture et al.,
2018). In addition, both predict requirements only and not responses to transient deficiency or
compensatory retention that occur in practice (Gonzalo et al., 2018). The right amount of P to be
provided in the diet depends on interacting and sometimes conflicting production goals (e.g. prof-
itability, animal wellbeing, environmental protection) and multiple response criteria (e.g. growth
performance, bone mineralization, excretion). However, multi-objective models are difficult to
implement, and the single-value requirement remains the most applied approach.

To meet the challenge of optimizing multiple livestock responses to dietary P and Ca (e.g., per-
formance, health) and balancing them with the environmental impact, social acceptability and
profitability of production, mechanistic models have been found effective. At least one such
model of dietary P and Ca fate has been developed (Létourneau-Montminy et al., 2015; Lautrou
et al., 2019b) from the principles of InraPorc (van Milgen et al., 2008) simulating the growth of
total body main chemical constituents which are total body protein, lipid, ash and water (Whitte-
more & Fawcett, 1976). This model integrates multiple biological processes in pigs, with protein-
deposition-non-dependent ash deposition predicting the impact of Ca and P deficiencies and im-
balances as well as compensatory retention after periods of deficiency.

Therefore, the objective of this paper is to use inversion modelling principles (Doeschl-Wilson
etal., 2006) of the model developed by Létourneau-Montminy et al. (2015) and improve by Lautrou
et al. (2019b) to estimate digestible P and digestible and total Ca requirements for specific a bone
mineralisation objectives, compare these estimates with those proposed by conventional mod-
els, and identify the most influential factors modulating P and Ca utilization. Preliminary results
were already published in an abstract for the 9th Workshop on Modelling Nutrient Digestion and
Utilization in Farm Animals (MODNUT) (Lautrou et al., 2019a).

4.4 Material and methods

4.4.1 General background

Following few modifications of the Létourneau-Montminy et al. (2015) model, Lautrou et al.
(2019b) model has been validated using data of whole-body bone mineral content of pigs receiv-
ing contrasted Ca and P dietary supply generated for that purpose (Pomar et al., 2006; Langlois
etal., 20164, 2016b; Gonzalo et al., 2018). It was showed that the predictions of total body P and Ca
content had a relative mean square error of about 5% in the case of pigs fed adequate amounts
of these minerals, while challenges remained in predicting the response to deficient diets. In-
deed, because of a lack of knowledge for a mechanistic representation, regulations of Ca and P
metabolisms and its impact on Ca and P intake, gain and efficiency are not included yet. Based
on these findings, the mechanistic model was considered accurate enough to predict P and Ca
requirements for bone mineralisation of growing pigs.
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Figure 4.1 - General layout of the proposed mechanistic model predicting total calcium (Ca) and
apparent and standardized digestible phosphorus (ATTD and STTD P) requirements of growing

pigs.

4.4.2 General structure of the model

The proposed mathematical model has 2 modules, namely soft tissue and ash (Figure 4.1).
Based on recent studies, bone mineral deposition in growing pigs no longer depends only on body
protein in terms of potential and actual deposition (Couture et al., 2018). The equation defining
potential Ca deposition during growth clearly differs from that of protein. Concentrations of P and
Ca in muscle and adipose tissues have been generated for modern genotypes at BW of 25, 75 and
125 kg (Lautrou et al., unpublished). The model outputs, which are the requirements for a certain
objective of bone mineralisation, are the amounts of Ca and P to be absorbed in order to reach
the mineral deposition target.

4.4.3 Description of the model proposed for estimating Ca and P require-
ments for bone mineralisation

The proposed model predicts ash and soft tissue mineral compositions separately (Figure 4.1)
using a factorial approach to predict Ca and P requirements for maintenance and growth of soft
tissues. It was written with Model Maker version 3.0 (Cherwell Scientific Ltd, 2000) using Euler inte-
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Figure 4.2 - Potential Ca deposition in bones (g/d) and protein deposition over body weight in
growing pigs.

gration method for BW of 20 to 120 kg. Unless otherwise specified, rate variables are expressed in
grams per day (g/d) and state variables in grams. The proposed mathematical model first predicts
the growth of tissues that then determine Ca and P requirements.

Simulation of soft tissues growth.

Using Inraporc principles (van Milgen et al., 2008), based on initial BW, it calculates the chemical
composition in terms of protein, lipid, and water at the start of the simulation. It should be noted
that other models to predict soft tissue growth (e.g. NRC, 2012) or user data can be easily incorpo-
rated. As recommended by van Milgen et al. (2008), model parameters related to feed intake and
growth potential are adjusted by the model user and feed intake, protein and lipid deposition are
thereafter calculated daily. The daily feed intake is controlled by the net energy of the diet and the
net energy intake desired was calibrated with previous studies (Pomar et al., 2006; Langlois et al.,
20164, 2016b; Gonzalo et al., 2018). Potential protein deposition is described by a Gompertz func-
tion, that can be changed by user, and actual deposition is determined as the lesser among the
potential and the allowable deposition based on energy and amino acid supplies. The difference
between the potential and achieved depositions represents a deficit that cannot be compensated.
The energy not used for protein is deposited as lipid still following Inraporc principles.

Simulation of bone growth and bone ash.

In comparison to classic pig growth models (van Milgen et al., 2008; NRC, 2012) bone mineral
deposition in growing pigs no longer depends only on body protein being dependent on body-
weight in terms of potential and actual deposition based on recent studies (Couture et al., 2018).
The equation defining potential Ca deposition during growth clearly differs from that of protein
(Figure 4.2).
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The driving force of bone mineral deposition is calcium deposition, which depends on BW
(Equation 4.1, Figure 4.2). It was built using data from pigs fed P and Ca in amounts exceeding
NRC requirements (2012) by about 135% (Pomar et al., 2006; Langlois et al., 2016a, 2016b) with
both terminal and hybrid F1 lines that don't differ in body bone mineral content. Therefore, this
equation represents the potential Ca deposition into bone of growing pigs. Again, the user may
change this curve with its own data. Deposition of P in bone is assumed to be on a fixed Ca:P ratio
of 2.16 with other minerals representing 43% of the bone ash (Crenshaw, 2001). The potential ash
depositions are calculated from BW in kg and is the sum of the following equations:

PotentialBoneCaDeposition(g) = 5.701 + 0.0461 x BW (4.1)
PotentialBonePDeposition(g) = PotentialBoneCaDeposition/2.16 (4.2)
PotentialBoneMiscDeposition(g) = 0.43 x ((PotentialBoneCaDeposition (4.3)

+PotentialBonePDeposition)/0.57)

Simulation of soft tissue ash.

The ash composition of soft tissue is not well known as only Nielsen (1973) have measured it.
Therefore, concentrations of protein, lipid, P and Ca in different tissues have been generated for
modern genotypes at BW of 25, 75 and 125 kg (Lautrou et al., unpublished). Being the anatomi-
cal compartment that contains the most protein (85-90%), the muscle was used as the reference
tissue to calculate the amount of P, Ca, and other minerals deposited with protein (Equations 4.4
to 4.6). In the same way, the sub cutaneous fat was used to calculate the amount of P, Ca and
other minerals deposited with lipid (Equations 4.7 to 4.9). The ratio of protein, P, Ca, and Misc
to muscle, as well as Lipid to subcutaneous fat (respectively, Protein:Musc, P:Musc, Ca:Musc,
Misc:Musc and Lip:SubFat) depend on BW (Equations 4.10 to 4.14). Mineral analysis of subcuta-
neous adipose tissue from dissections (Nielsen, 1973) suggested 0.045% P (P:SubFat), 0.005% Ca
(Ca:SubFat) and 0.26% other minerals (Misc:SubFat).

ProteinCaDeposition (g) = (PD/(Protein : Musc/100)) x (Ca_Musc/100) * 1000 (4.4)

ProteinPDeposition (g) = (PD/(Protein : Musc/100)) x (P : Musc/100) x 1000 (4.5)

ProteinMiscDeposition (g) = (PD/(Protein : Musc/100)) x (Misc : Musc/100) % 1000 (4.6)

LipidCaDeposition (g) = (LD/(Lip : SubFat/100)) x (Ca : SubFat/100) x 1000 (4.7)

LipidPDeposition (g) = (LD/(Lip : SubFat/100)) x (P : SubFat/100) % 1000 (4.8)

LipidMiscDeposition (g) = (LD/(Lip : SubFat/100)) x (Misc : SubFat/100) * 1000 (4.9)
where

Protein : Musc (%) = 89.010 - 0.03117 x BW (4.10)

Ca : Musc (%) = 0.02202 - 4.746 x 10 x BW (4.11)

P : Musc (%) = 1.029 - 0.004198 x BW + 1.817 x 107 x BW? (4.12)

Misc : Musc (%) = 4.184 - 0.005023 x BW (4.13)

Lip : SubFat (%) = 79.536 + 0.3122 x BW - 0.001517 x BW? (4.14)

Factorial method to determine Ca and P requirements for bone mineralisation.

Phosphorus and calcium requirements are the sum of the maintenance requirement and the
amount that should be absorbed to reach soft tissue ash and bone ash potential. It can therefore
be expressed on the basis of apparent total-tract digestibility (ATTD) or standardised total tract
digestibility (STTD) in g per kg of diet.
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Table 4.1 - Tested parameters and their levels for the global sensitivity analysis on growing pigs

Body weight 30 kg 60 kg 120 kg
-1.5SD +1.5SD -15SD +1.5SD -15SD +1.5SD

Protein deposition (%) 87 113 84 116 68 132

Lipid deposition (%) 53 147 51 149 78 122

Ca:P Bn' (%) 93 93 93

CaBn? (%) 86 114 74 126 60 140

1 Ca:P Bn = Ca:Pratioin bone 2 CaBn = Potential Ca deposition in bone

Mineral maintenance requirements.

To obtain ATTD requirement, given that the model simulate requirement for tissue growth with
the assumption that there is no excess, deficit orimbalance of Ca or P, only the unavoidable urinary
loss is taken into account. In the model, these losses are estimated at 0.5 mg of P and 2 mg of Ca
per kg of BW (Bikker & Blok, 2017). To obtain STTD requirement the basal endogenous sloughing
from the digestive tract into faeces are also considered. In the model, the losses are estimated at
190 mg/kg BW (NRC, 2012) for P and at 300 mg/kg BW for Ca (Stein, personal communication).

Tissue growth requirements.

The requirement in Ca and P for tissue growth are the sum of Ca and P deposited into bone
(respectively, Eq. 4.1, 4.2), protein (respectively, Eq. 4.8, 4.9), and lipid (respectively, Eq. 4.12, 4.13).

4.4.4 Model comparison

The ATTD-P, STTD-P and total Ca requirements estimated by the proposed model were com-
pared to those of the previous models of Jondreville and Dourmad (2005), hereinafter called INRA,
and by NRC (2012), hereinafter called NRC.

As NRC proposes P requirements in terms of STTD, the ATTD requirement obtained with the
current model can be also provides in terms of STTD by correcting ATTD values for basal endoge-
nous losses. Using a simulated default pig generated by InraPorc (van Milgen et al., 2008) for
protein and lipid deposition and feed intake, ATTD-P and STTD-P were calculated from the INRA
and NRC factorial model equations respectively. In both models, the Ca requirement is expressed
as total Ca determined as a fixed ratio to STTD-P for NRC and to ATTD-P for INRA. Since INRA
recommendations are based on reaching 100% of the potential bone mineralisation whereas the
NRC model targets 85% of it, both cases were simulated. Given that Ca requirements are ex-
press in total Ca a STTD-Ca digestibility of 70% was assumed for a corn/soybean meal-based diet
(Gonzalez-Vega et al., 2015b; Stein et al., 2016) to calculate total Ca. Also, given that urinary losses
of P considered in the factorial method of INRA and NRC are higher than the unavoidable values
use in our model these values have been considered for comparison. Models were compared
based on comparison of the body P retention (g/d), ATTD and STTD-P growth requirement (g/kg),
and total Ca requirements.

4.4.5 Sensitivity analysis of the model prediction of P and Ca requirements

In order to verify the accuracy of the proposed model, it was tested for global sensitivity with
all of the parameters in a full factorial design with all the possible interactions tested. This analysis
is useful for identifying the factors (including interactions) that contribute the most to the variabil-
ity of the recommendations. It consists of testing the model over the full range of possible values
of the parameters. The parameters and their ranges were chosen to simulate field variability.
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The tested parameters were: protein and lipid deposition between -1.5 and +1.5 times (Table 4.1)
their previously reported standard deviations (Andretta et al., 2014; Andretta et al., 2016; Remus
et al., 2020) and bone Ca:P ratios of 2.00, 2.08 and 2.16 with 2.16 being the default value (Nielsen,
1973; Crenshaw, 2001). For bone Ca potential deposition, variation was based on the difference
between the default equation (Equation 4.1) and the individual animal with the highest bone min-
eralisation in the database (Pomar et al., 2006; Langlois et al., 2016a, 2016b; Gonzalo et al., 2018).
All parameters were tested under 3 scenarios, namely at BW of 30, 60 and 120 kg. Sobol indices
(Sobol, 1993) were calculated to quantify the influence of each tested parameter on the outputs of
the model. An objective of 100% bone mineralisation was used for the simulations. This method
measures the contribution of each parameter variance to the variance of the outputs. The Sobol
indices are defined as:

Sit,....,is(Y) = Vary__is(Y)/Var(Y) (4.15)

The first-order indices represent the effect of each parameter on the outputs Y. The total con-
tribution of each parameter and their interactions to the outputs are expressed as total order
indices.

4.5 Results and discussion

The current model has been compared to two factorial methods proposed to estimate Ca and
P requirements, namely NRC and INRA. Next step will be to validate in the field knowing that it will
be impossible to validate under all conditions (e.g. different shape of protein deposition).

4.5.1 Body phosphorus retention

The current model evolves more linearly with BW than NRC and INRA models and ended with
higher P retention for heavier pigs (Figure 4.3). This is due to the linear increases of Ca deposition
in bones with BW while the other model are driven by PD or BW gain that follows a Gompertz
function. As expected, the INRA model predicted a greater P retention than did the NRC model,
since the bone mineralisation criteria were respectively 100% and 85%. This difference widens
for heavier pigs (10% for 20 kg vs 26% for 120 kg BW), since protein deposition, the driver of P
deposition in the NRC model, follows a Gompertz function whereas average daily gain, which is
more linear, is the main determinant of P retention in the INRA model. Besides, the current model
is closer to INRA for an objective of 100% bone mineralization and closer to NRC for 85% bone
mineralisation. However, the current model showed lower retention than INRA (-4% in average
for 100% bone mineralization) and NRC (-5% in average for 85% bone mineralization) from 30 to
100 kg BW.

4.5.2 Phosphorus requirement predictions

The comparison of ATTD-P requirement for 100% bone mineralization and ATTD-P from INRA
showed estimated requirements that are really close (Figure 4.4). However, the relationship be-
tween BW and the P requirement is more quadratic with the proposed model with P requirements
that decrease more rapidly until 60 kg BW where protein deposition reach its maximum and then
begin to decrease while Ca, and consequently bone P deposition, continue to increase linearly as
BW increases. This model recommended more P than did INRA to meet the 100% bone minerali-
sation goal from 20 to 30 kg BW (4%) and from 100 to 120 kg (4%). For the comparison of STTD-P
obtained by the model for an objective of 85% bone mineralisation, the proposed model recom-
mended lower P requirement (7% in average; Figure 4.5) than NRC except from 20 to 27 kg (10%
at 20 kg) and from 97 to 120 kg (21% at 120 kg) where it estimated higher values. This is consis-
tent with studies of (Vier et al., 2019a; Vier et al., 2019b) that have showed greater P requirement
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Body phosphorus retention , g/d
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Body weight, kg

——INRA ——NRC = - Model 100% - — Model 85%

Figure 4.3 - Body phosphorus retention by pigs (g/d) as function of body weight according to INRA
(Jondreville & Dourmad, 2005), NRC (NRC, 2012) and the proposed mechanistic model for 85% or
100% bone
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Figure 4.4 - Apparent digestible phosphorus requirements (ATTD, g/kg) for growing pigs according
to body weight (BW) for INRA (Jondreville & Dourmad, 2005) and the current model for 100 % of
bone mineralisation (Model 100 %)

than NRC (2012) for both nursery and growing-finishing pigs based on growth performance and
maximal bone mineralization. For growing pigs, these results has been obtained based on a fixed
total Ca:total P ratio therefore with a Ca:STTD-P ratio which decreases with the increase of STTD-P.
This means that Ca was higher in diet where P was below NRC recommendation and lower when
P was above NRC recommendations, which may have influenced pig response to STTD-P.

4.5.3 Total Ca requirement predictions

The NRC and INRA models showed a nearly linear relationship between Ca requirement and
BW, since Ca was expressed in terms of a fixed ratio to ATTD-P (Figure 4.6) which in turn was as-
sumed to be linear with BW. In contrast, the current model takes into consideration the deposition
of 40% of the absorbed phosphorus within protein pool independently of calcium in comparison
to about 60% of P deposited into bone in a fixed ratio with 99% Ca.

With the ATTD-Ca-based model output expressed on a total Ca basis, the average digestibility
coefficient for a corn/soybean-meal-based diet considered and Ca endogenous losses (Gonzalez-
Vega et al., 2015b; Stein et al., 2016), this model indicated an increase in the total requirement
for animals heavier than 80 kg, reflecting reduced P deposition in body protein as BW increased
while the proportion deposited in bone increased (Figure 4.6). It also set a lower requirement than
the INRA level for 100% bone mineralisation at all BW except for 120 kg BW where they are really
close. For 85% mineralisation, the proposed model showed results that are more similar to NRC
with lower Ca requirement than NRC from 30 to 85 kg BW (9%) but higher from 85 to 120 kg BW
to reach a difference of 38% at 120 kg.
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Figure 4.5 - Standardized digestible phosphorus requirements (STTD, g/kg) for growing pigs ac-
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As previously indicated, INRA and NRC used fixed ratio between Ca and P to determine Ca
requirements. As well discussed by Bikker and Blok (2017), the value adopted as digestibility of
dietary Ca has a major impact on the recalculation of digestible to total Ca requirement. For the
current simulations we have used 70% based on Stein et al. results (personal communication)
which is similar to German GfE (2008). Jongbloed et al. (2003) adopted a digestibility value of 50 to
60% without and with phytase, resulting in a mean Ca:dP ratio of 2.8 for weaned pigs and of 3.0
for growing-finishing pigs. Besides, due to a lack of information in (2012), the NRC pragmatically
adopted a ratio between total Ca and standardised digestible P of 2.15, assuming a high availability
of mostinorganic Ca sources. Therefore, better prediction of Ca digestibility considering both feed
(e.g. Ca sources, phytase, level of P) and animal (e.g. mineral status) are still necessary to better
define its requirement.

4.5.4 Calcium/phosphorus ratios

For 100% bone mineralisation, the current model yielded ratios of total Ca to ATTD-P require-
ments that increased linearly from 2.2 up to almost 2.6 as the pigs reached their maximum weight
(Figure 4.4). The total Ca to STTD-P ratio, for 85% bone mineralisation also increases linearly from
2.0 to almost 2.5 (Figure 4.5). As stated previously, Ca ratio is fixed for INRA and NRC and is re-
spectively of 2.9 based of ATTD-P for INRA and 2.15 based on STTD-P for NRC. The variation of this
ratio can be explained in terms of the increasing proportion of deposition in association with Ca
(bone vs protein allometry), as BW increased.

A high Ca:P ratio in a low-P diet is known to decrease P utilisation (Reinhart & Mahan, 1986;
Jondreville & Dourmad, 2005; Gonzalez-Vega et al., 2016a). Although the ratio predicted by the
current model is lower than INRA and NRC, it should be used only with the recommended P pre-
dicted by the model; in other words, there is no fixed ratio to implement, the ratio will depend
on the production goal and pig BW, which determines P requirement. For example, if the goal is
less than the full bone mineralisation, the ratio will decrease since less Ca is needed to retain P,
given that a higher proportion of the P will be retained in soft tissue independently of Ca. It is
noteworthy that according to the model, using a total Ca to ATTD-P ratio dependent on BW and
for a given goal (e.g. % rather than potential bone mineralisation) could be advantageous since
bone, muscle and fat contribute differently to tissue allometric growth.

In view of on-going work on determining digestible Ca ingredient values and requirements
(Gonzalez-Vega et al., 2014; Gonzalez-Vega et al., 2015a, 2015b; Merriman & Stein, 2016) the STTD-
Ca:STTD-P ratio should be examined. This ratio for 100% bone mineralisation shows the same
type of relationship as total Ca:STTD-P with a plateau followed by a linear increase but with lower
values: 1.54 at 20 kg and 1.77 at 120 kg. The predicted increase ratio with BW is in agreement with
recent maximized bone mineralisation results (Gonzalez-Vega et al., 2016b; Merriman et al., 2017;
Lagos et al., 2019), but values although comparable at 20 kg are lower for heavier BW pigs with 1.7
for the proposed model vs 2.3 suggested by these authors. The recent study of Vier et al. (2019a)
when giving 122% of STTD-P recommended by NRC and increasing STTD-Ca:STTD-P, have showed
that the ratio to maximize bone is higher than the one maximizing growth performance. They
recommended a ratio of 1.75 to 1.82 in growing-finishing pigs to optimize growth performance
and bone mineralisation. Lautrou et al. (2019b) showed good accuracy in predicting finishing pig
whole-body ash with this model indicating that this disconnection is important to consider. Lee
etal. (2019) also showed a STTD-Ca:STTD-P ratio that have to increase with age to maximise bone
mineralisation which is again consistent with the results of the current model.

It is worthy to note that this ratio is influenced by basal fecal endogenous losses of Ca used to
determine STTD-Ca; i.e. higher losses increased the ratio. In the current model, fecal endogenous
losses was set to 300 mg/kg DM, but they are very variable between trials (from 123 to 670 mg/kg
DMI; Gonzalez-Vega et al., 2014; Gonzalez-Vega et al., 2015a, 2015b; Merriman & Stein, 2016) for
unknown reasons (Stein, personal communication). Moreover, in the current model, the impact of
Ca and P deficiencies on feed intake and growth performance are not yet included in the proposed
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Table 4.2 - Sobol indices of the tested parameters that explain part of the total calcium (CaTot)
and apparent total tract digestible phosphorus (ATTD-P) requirements for growing pigs at each
body weight tested

Body weight 30 kg 60 kg 120 kg
CaTot?  ATTD-P3 CaTot  ATTD-P CaTot  ATTD-P
CaBn? 100.00 84.20 100.00 91.33 100.00 98.09
Protein deposition 0.00 15.28 0.00 5.94 0.00 0.83
Lipid deposition 0.00 0.53 0.00 0.64 0.00 0.07
Ca:P Bn® 0.00 0.00 0.00 2.00 0.00 0.91

T Sobol (1993) (Values are percentages of the total variance)

2 CaTot = Total Ca requirement

3 ATTD-P = apparent total tract digestibility P requirement 4 CaBn = Ca deposition
into bone, > Ca:P Bn = Cato P ratio in bone

model since the mechanisms involved in the animal responses to deficiencies in these minerals are
not well known, and have never been quantified throughout the growth phase. Itis therefore not
possible to obtain the ratio that maximizes growth efficiency with the present mechanistic model.
Nevertheless, these recent works showed that although P is provided in sufficient amounts, Ca will
have a detrimental effect on growth performance exceptin large excess in P (Gonzalez-Vega et al.,
2016b; Lagos et al., 2019). Therefore, the low ratio predicted by the current model to maximize
bone mineralisation should not interfere with growth performance.

4.5.5 Sensitivity analysis

For all outputs at three BW (30, 60 and 120 kg), the potential Ca deposition was by far the
most influencing factor on total Ca requirements accounting for more than 99% of the observed
variance (Table 4.2). The high sensitivity of the requirements to Ca deposition seems logical con-
sidering that 96-99% of body Ca and 60-80% of body P is found in bones (Crenshaw, 2001; Suttle,
2010). This explains the high effect of the potential deposition to ATTD-P (more than 80%) variance.
The influence of the potential calcium deposition in bones on ATTD-P requirements increases with
the pig weight and it is the contrary for protein deposition. In fact, young pigs incorporate a great-
est proportion of P into soft tissue, explaining the lower sensitivity of Ca deposition in bone. The
potential Ca deposition in bone thus plays a major role in establishing the total Ca and ATTD-P
requirements. These results show the importance of precise evaluation of the genetic potential
for mineral deposition in bones.

Since 99% of body Ca is in bone, protein deposition has almost no influence on the variance
of total Ca. However, it does influence ATTD-P variance, 15% for pigs at 30 kg, 6% at 60 kg and 1%
at 120 kg based on protein deposition variation in previous trials. The decrease in the influence of
protein deposition on P with bodyweight increase coincides with the linear increase in bone de-
position. Moreover, the ATTD-P variance associated with protein deposition at 30 kg shows that
animal growth will have a major impact on dietary P recommendations. Indeed, if protein depo-
sition is decreased because of any nutrient deficiency, the P requirement will also decrease. This
means that P requirement is linked to amino acid and energy intake. As expected, lipid deposi-
tion has little impact on total Ca and ATTD-P requirements, since Ca and P deposition in lipids is
negligible. Less than 1% of body Ca and P is found in lipids (Nielsen, 1973; Crenshaw, 2001).

The Ca:P ratio in bone had no influence on total Ca requirement. This is to be expected since
Ca drives bone ash deposition, so the Ca:P ratio cannot change the Ca requirement. The result
is the same for ATTD-P. The Ca:P ratio of hydroxyapatite (most of the mineral in bone) has been
estimated at 2.16 (Crenshaw, 2001), which corresponds to 39% Ca and 18% P, the values used
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in the present model. A Ca:P ratio of 2.00 has been measured using the total bone mass of pigs
weighing 90 kg (Nielsen, 1973). The sensitivity analysis nevertheless shows that bone Ca:P did
not have a strong impact on the recommendations obtained from the model. Finally, interactions
between parameters contributed very little to the total variance of these two outputs.

4.5.6 Influence of Dietary Calcium and Phosphorus on Growth Performance

Modification of growth through a loss of appetite in case of P deficiency is well known (Suttle,
2010). As whole-body ashes represent about 3% of BW, this is not due to P deposition itself. Pigs
fed with low-P diets frequently have low feed intake, growth rate, and sometime feed efficiency.
The reduction of feed intake thus reduces protein and energy consumption that can then interfere
with growth and feed efficiency. In fact, increasing available P in these low-P diets increases both
feed intake and growth rates, but feed intake reaches normal values before growth rate (Reinhart
& Mahan, 1986; Létourneau-Montminy & Narcy, 2013). This suggests that different mechanisms
are implicated in these animal responses to dietary P deprivation (Suttle, 2010). To make things
more complex, high dietary Ca is known to aggravate symptoms of P deficiency (Létourneau-Mont-
miny et al., 2012; Létourneau-Montminy & Narcy, 2013; Lagos et al., 2019) through a reduced
absorption due to the formation of insoluble Ca-P complexes (Narcy et al., 2012). That's why,
besides the Ca and P levels, the ratio between these minerals is very important. Moreover, a Ca
deficiency (Vier et al., 2019a) could also modify growth performance. Besides, overfeeding these
minerals also reduced growth performance. Vier et al. (2019a) showed that over 130% NRC STTD-P
(ratio calcium:phosphorus of 1.15) growth performance was reduced while bone is still maximised.
It is worthy to note that our model recommendations never exceed this level.

4.6 Conclusion

This study proposes the use of a novel mechanistic model for predicting calcium and phospho-
rus requirements for growing pigs with flexible livestock performance goals. The genetic potential
for Ca deposition in bone and the deposition of protein in body tissues specified as input param-
eters are considered to be intrinsic drivers of P requirements. This is the only model that predicts
bone growth independently of protein growth, thus allowing allometric growth differentiation of
these tissues. This is all the more important since modern pig body composition and genetic data
used for the model parameterization show that protein and bone growth are independent and
evolve very differently as live weight increases. About 70% of P is retained with Ca in bone inde-
pendently of protein, further reinforcing the relevance of this approach. In fact, this new approach
changes the way to estimate Ca and P requirements by growing pigs, and even more for replace-
ment gilts particularly at the end of growth, where the requirements for bone does not plateau
as those of protein. Integration of the effect of Ca and P on feed intake and feed efficiency will al-
low the prediction of requirement that maximize growth performance. However, it needs further
studies to understand the underlying mechanisms to mechanistically simulate them in the model.
A future study will also be run in order to validate the described model.

Due to technological advancement, farming operations have changed vastly over the past few
decades. To profit from the precision afforded by these advanced devices and improve the effi-
ciency, safety and sustainability of agriculture and lessen its negative impact on the environment,
the power of data must be harnessed. By allowing the estimation of P and Ca requirements for
different bone mineralisation objectives for the moment and in a further version for growth per-
formance, the proposed model offers a more robust approach than existing models. It also con-
tributes to the science underlying precision feeding (Pomar et al., 2015), a potentially transforma-
tive technology and promising tool for ensuring the sustainability of animal protein production by
feeding livestock exactly what they need, thereby reducing feed costs and environmental impact.
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5.1 Résumé

Une séquence de déplétion-réplétion en apports de phosphore et de calcium a été testée afin
d’'améliorer l'utilisation de ces minéraux chez les porcs en croissance. L'apport en phosphore et
calcium lors de la phase de déplétion était soit équilibré (ratio Ca:P digestible a 2,7) soit déséquili-
bré (ratio a 3,1). Bien que la période de déplétion nait pas été aussi longue que prévue (moins de
28 jours), elle a permis d’augmenter l'utilisation du phosphore avec les deux traitements testés.
De plus, en phase de réplétion, le gain de contenu minéral osseux était numériquement plus élevé
dans un des traitements de déplétion que dans le groupe contrdle. Finalement, cette stratégie a
permis de diminuer l'apport en phosphore et d'en augmenter son utilisation sans diminuer les
performances de croissance ou la minéralisation osseuse.
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5.2 Abstract

The use of phosphorus (P) nowadays raises environmental (eutrophication) and sustainability
(limited resource) issues for the pig industry. Initial trials have shown that it is possible to ob-
tain similar growth performances between pigs fed on a requirement basis and pigs fed on a P
depletion-repletion strategy. In order to optimize the use of dietary P by pigs, 3 feeding strategies,
according to a 3-phases feeding plan, were studied 1) C-C-C providing 100% of the P and calcium
(Ca) requirement, 2) C-N-C, providing 100% of the P and Ca requirement in phases 1 and 3, de-
pletion in phase 2 with 60% of the P requirement and 65% of the Ca requirement, and 3) C-H-C,
providing 100% of the P and Ca requirements in phases 1 and 3, depletion in phase 2 with 60% of
the P requirement and 80% of the Ca requirement. Bone mineral content (BMC) and body weight
were measured at the beginning and end of each phase. BMC gain, average daily gain (ADG), daily
feed intake (ADFI) and feed efficiency were calculated per phase. In phase 1, all pigs received the
same diet: pigs grew up more than expected. At the end of phase 2, the C-N and C-H groups had
similar BMC to the C-C group. At the end of phase 3, the BMC gain was the same in all groups,
despite a very higher BMC gain in the C-N-C group than other groups (25.5 g/d vs 18.1 g/d on av-
erage in the C-H-C and C-C-C groups). Although depletion did not cause a decrease in BMC in the
C-N-C and C-H-C groups (versus C-C-C), it did result in better P use during repletion. These results
demonstrate the value of a depletion-repletion strategy to reduce P intake and excretion without
affecting final performance.

5.3 Introduction

The decrease in pig farms number and the increase in pig meat consumption led to an inten-
sification of livestock production in some regions. The density of pig farms in these areas has led
to various problems, particularly environmental problems due to phosphorus (P) in the manure.
Moreover, the P is mainly found as phytates in cereal-based diets. This form is poorly available
for pigs, leading to an excretion of more than half of the ingested P (Jondreville & Dourmad, 2006;
Selle & Ravindran, 2008). For this reason, pig receives a mineral form of phosphate that is a lim-
ited ressource (Van Enk et al., 2011). Therefore, the efficient use of P remains a sustainability
issue for the swine industry. Pigs receiving a deficient P diet can increase its utilization by diges-
tive and metabolic adaptations (Breves & Schroder, 1991). This restriction can reduce mineral
P supply, feed cost and environmental consequences. When a depletion period using deficient
diet is followed by a repletion (diet that satisfy phoshorus requirements), the increased P utiliza-
tion is maintained (Aiyangar et al., 2010; Létourneau-Montminy et al., 2014; Gonzalo et al., 2018).
Previous trials with sequences of depletion and repletion in the P and calcium (Ca) intake have
shown that it is possible to achieve the same final level of bone mineralization in pigs fed on a
requirement basis, while maintaining growth performance at a similar level (Varley et al., 2011;
Létourneau-Montminy et al., 2014; Gonzalo et al., 2018). However, this strategy does not always
achieve the same level of bone mineral content (BMC) as the control, securing skeletal quality
(Aiyangar et al., 2010; Gonzalo, 2017). Moreover, the bone mineral deposition increase linearly
with bodyweight, while the protein deposition reaches a plateau or a maxmimum at 60 kg (Cou-
ture et al., 2018; Lautrou et al., 2020). The period before 60 kg with a high protein deposition in
soft tissues and the limited potential of bone mineral deposition seems unsafe for bone health.
Therefore more researches are needed to identify the levers to maximize the P and Ca efficiencies
through depletion-repletion protocols. The objective of this study was to determine if the use of a
Ca and P depletion-repletion protocol would increase Ca and P utilization of this mineral by pigs,
without affecting growth performance and slaughtered bone mineralization level.
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5.4 Material and methods

Animals were housed and treated in accordance with the guidelines established by the Cana-
dian Council on Animal Care (CCAC, 2009). The protocol for this experiment was reviewed and
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at the Laval University Québec, QC,
Canada.

5.4.1 Experimental diets

The pigs were fed according to a three phases feeding program. The phases lasted 39, 27 and
28 days (expected 25 to 55 kg, 55 to 90 kg and 90 to 125 kg). In this trial, feed met all of the pig's nu-
tritional requirements (NRC, 2012) except for P and Ca. Afirst group (C-C-C) was fed a diet covering
100% of the total Ca and digestible P requirements for maximum bone mineralization during the
three feeding phases (Lautrou et al., 2020) (Tables 5.1). A depletion-repletion strategy was applied
in the C-N-C and C-H-C groups with 100% of the requirement covered in phases 1 and 3, and in
phase 2 60% of the digestible P requirement and 65%or 80% of the Ca requirement for maximal
bone mineralization. In phase 2, the Ca:digestible P ratio was normal in the N-feed (2.6) and high
in the H-feed (3.2). The optimal digestible P concentration to maximize bone mineralization were
estimated at 4.3, 2.6 and 2.2 g/kg with a total Ca to digestible P ratio at 2.3, 2.4 and 2.7 for phase
1, 2 and 3 respectively. During the first phase, the diet was in meal while during the second and
third phases it was steam-pelleted. During the first phase, no pigs received a depleted diet in P
or Ca, because it is the period with an increase in protein deposition (before 60 kg of bodyweight)
and a low bone mineral deposition. That is why, to avoid any risks of fractures or lameness, all
animals received a control diet maximizing bone mineral content deposition. This also allowing to
ensure the level of Ca and P brought before the depletion, since the pigs were not raised on the
farm before the beginning of the trial.

5.4.2 Growth trial

The experimental diet distribution started when the mean body weight of pigs was about 30 kg.
One hundred and forty four castrated pigs (276 or 275 Fast female x PIC 800 Duroc) were randomly
assigned to treatments and housed in pens of six pigs 4 days before starting the trial. Individual
body weight was recorded at the beginning and the end of each phase. The delivered feed was
weighted daily per pen and the refusal at the end of phases. The body composition of 8 animals
per treatments (one animal per pen) was measured at the beginning and the end of each phase
with dual-energy X-ray absorptiometry (DXA, Hologic Discovery W, Hologic Inc., Waltham, MA) to
quantify the bone mineral content (BMC), bone mineral density (BMD), and mass of lean and fat tis-
sues. The animals received an injection of azaperone (2.2 mg/kg BW; Stresnil; Jansen-Cilag, Neuss,
Germany) to be calmed and then were anesthetized by mask inhalation of sevoflurane (Sevorane;
Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA) at an oxygen concentration of 7% until sleepiness.
Sevoflurane was then replaced by isofluorane (IsoFlo; Abbott Laboratories) at an oxygen concen-
tration of 5% in order to keep the pigs anesthetized during scans. The animals were scanned in
prone position with the front legs along the sides of the body using whole-body mode. At the end
of phase 3, the animals were too heavy to be scanned, and only their heads recovered from the
slaughterhouse were scanned.

At beginning and end of phases 1 and 2 blood samples were collected on all scanned animals
(d-1; d37-38; d66-68). The blood samples were collected in dry and sodium heparinized vacutainer
tubes (Becton Dickson, Franklin Lakes, NJ), to obtain serum and plasma after a 20 min at 2000 g
centrifugation. The plasma and serum samples were frozen at -80°C until analyzes.
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Table 5.1 - Ingredients and chemical composition of diets varying in dietary calcium
and phosphorus concentration (as-fed basis)

Phase 1 Phase 2 Phase 3
Treatments' C C N H C
Ingredients? , g/kg
Corn 7131 575 575 575 575
Wheat 2451 260.6 257.4 2334
Soybean meal 47% 222.6 1445 1418 142 158.5
Soy oil 15.8 4.9 1 1.6 6.7
Limestone 14.1 9.4 6.5 8.9 9.6
Monocalcic phosphate 18.7 8.5 2.6 2.6 6.3
Salt 5.4 4.9 4.9 4.9 7.1
L-Lysine 4.4 3.73 379 3.78 1.57
DL-Methionine 1.29 0.54 052 0.52
L-Threonine 1.47 113 114 1.3 0.22
L-Tryptophan 0.56 0.29 029 0.29
L-Valine 0.51
Vitamin-mineral premix 2 2 2 2 1.6
Chemical composition3
Dry matter (%) 89.1 86.1 85.9 87.2 89.1
Total calcium (g/kg) 10.0 6.3 4.1 4.6 5.8
Total phosphorus (g/kg) 7.1 5.1 4.0 4.0 4.7
Digestible phosphorus (g/kg) 4.3 2.6 1.5 1.5 2.2
Total Ca/digestible P 2.3 24 2.7 3.1 2.2

1 C: Control diet at 100% of the total Ca and digestible P requirements for
a maximal bone mineralization; N: diet at 60% of the digestible P require-
ments and 65% of the total Ca requirements; H: diet at 60% of the di-
gestible P requirements and 80% of the total Ca requirements.

2 During the first phase, the diet was in mash while during the second and
third phases it was in pelleted form.

3 Dry matter, total P and Ca were analyzed, digestible P and ratio were cal-
culated from Sauvant et al. (2004).

83



Metabolic trial

Total collects of feces and urine were organized during phase 2. On the day 58 (phase 2) of the
experiment, at about 100 kg, 6 animals of the C-C, C-N and C-H groups were placed in metabolic
cages for 5 days with one day of adaptation. For each pig, total feces and 20% of urine were
daily collected separately during 4 consecutives days and then frozen at -20°C. Thawed feces were
homogenized with water, then samples were frozen at -20°C and freeze-dried before analyses.
Thawed urines were filtrated (Ashless, grade 42, Whatman), then samples were frozen at -20°C
before analyses.

5.4.3 Calculations

Average daily feed intake (ADFI) was estimated per pen and phase, with intake per pen divided
by the number of days in the phase and the number of pigs in the phase. The average daily gain
(ADG) was estimates per pen as the mean of the difference between the weight of each pigs of the
pen at the end of the phase and the beginning divided by the number of days for the phase. Gain
to feed (G:F) represents the average ADG of the pen per kg of feed intake (ADG/ADFI), by phase and
pen. At phase 3, whole-body BMC was estimated according to Létourneau-Montminy et al. (2017)
based on bone mineral density of the head. However, the amount of lean and fatty tissues were
not available. To be able to compare the results of the end and the beginning of phase 3, the same
BMC calculations were realized based on the BMC head region of the beginning of phase 3. The
daily BMC gain was calculated per pig, as the difference of BMC between the end and beginning
of phase, divided by the number of days of the phase. Body lean and fat content were used to
determine whole body protein and lipid contents as proposed by Pomar and Rivest (1996). Whole
body Ca and P contents were calculated as the sum of Ca and P contained in bone, muscle, and fat.
The percentage of Ca and P in bone represents approximately 39% and 18%, respectively, of the
whole body BMC (Crenshaw, 2001). P and Ca concentrations in protein and lipid were estimated
as those associated with lean and adipose tissue, respectively, as in Lautrou et al. (2020). The
retention efficiency coefficients of total Ca and digestible P considering phytase matrices were
calculated by dividing the daily body gains in P and Ca by the daily ingested quantities estimated
by phase, in phases 1 and 2.

5.4.4 Chemical analysis

Feed samples were taken at the beginning of the phase to analyze Ca and P concentrations
and phytase activity level. Dry matter was analyzed in feed samples thereafter using Association
of Official Analytical Chemists (1990) standard methods for dry matter (Method 950.46). The Ca, P
in the feed were analyzed according to inductively-coupled plasma spectrometry (ICP-ES Perkin-
Elmer Optima 3000; PerkinElmer, Whaltham, MA, USA). Phytase activity was also measured. The
Ca, P and magnesium (Mg) in the plasma were analyzed according to inductively-coupled plasma
spectrometry (ICP-ES Perkin-Elmer Optima 3000; PerkinElmer, Whaltham, MA, USA). Procollagen
| C-terminal Propeptide (PICP) and Cross Linked C-telopeptide of Type | Collagen (CTX) concentra-
tions in serum were measured using ELISA kits (Porcine PICP, Elabscience, Houston, TX, USA, and
Porcine CTX-1 Elisa, Novus biologicals, Toronto, Canada). The serum osteocalcin (OC) concentra-
tion was analyzed using ELISA kit (Porcine OC/BGP (Osteocalcin/Bone Gla Protein), Elabscience,
Houston, TX, USA). The calcitriol precursor (25(0OH)-vitamin D3, called calcidiol) was measured in
serum using an ELISA kit (25 Hydroxy Vitamin D3 (250HVD3), ELISA Kit, MyBioSource, San Diego,
CA, USA). Feces samples were freeze-dried at 85°C. Ca and P in feces and urine were analyzed
according to inductively-coupled plasma spectrometry.
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5.4.5 Statistical analysis

Given the large number of animals, the measurements (scan, weighing and refusal of feed)
could not all be performed on the same day. Corrections were applied by linear regression to
bring the data back to the same phase duration, the feeding phase. The results were analyzed
using the OLS procedure of the Statsmodels package under Python 3. The experimental unit was
the pen for body weight, ADG, ADFI and G:F and was the pig for BMC, protein, lipid and blood
samples. The effects of dietary treatments were evaluated separately for each feeding phase. In
phase 1 the treatments were the same in each group. In phases 2 and 3, the differences were
considered significant when P <0.05 and a value of P < 0.10 denotes a statistical trend. When
differences were significant, means were separated using Tukey's Highly Significant Difference
test.

5.5 Results

The analyzed values of Ca and P were consistent with what was expected. During the adaptive
phase, 3 animals died of unknown reasons.

5.5.1 Adaptative and depletion phases

During the first phase, all pigs received the same diet aiming to maximize the bone mineral
content. The trial started when pigs weighted about 30 kg and the first period ended 39 days after
with pigs at 73.1 kg (Table 5.2). Thanks to these long adaptative period, the initial conditions (body
weight, body protein, lipid, P and Ca, BMC, mineral blood status) of the pigs were the same at the
beginning of the depletion period.

During the second phase, two groups received a depletion diet. The bodyweight, body protein
and lipid, and growth performances (ADG, ADFI, gain to feed) were the same in the three groups
(Table 5.3). The BMC, body P and Ca were also the same, because of similar BMC, P and Ca gain.
The plasma P level were higher in the C-N group compared to the C-C group (P < 0.05). The plasma
Ca level tended to be higher in C-N group than others (P = 0.07), while Mg level was not different.
The Ca:P was the same in all groups. The pigs of all groups had the same CTX, PICP and OC levels
in plasma. The vitamin D3 concentration tended to be lower in the C-C and C-N groups than the
C-H (16.73, 17.93 and 25.00 ng/mL, respectively ; P = 0.06).

The P intake during the balance trial were higher in the C-C than the depletions groups (P < 0.01
; table 5.4). However, the fecal P excretion were the same in the C-C and C-N groups and lower
than in the C-H group (P < 0.01). The quantity of P absorbed was limited in the depletions groups
compared to the C-C one : 12.12, 5.73 and 5.35 g/d in the C-C, C-N and C-H groups respectively
(P <0.001). Therefore the absorption efficiency of P was reduced in the C-H group, intermediate
in the C-N group and the higher in the C-C group (P < 0.001). Urine P excretion was the same in
the three groups, leading to a higher quantity of P retained in C-C group than the the depletions
groups (P < 0.001). The P retention efficiency was lower in the C-N pigs than others (P < 0.05).
The Ca intake was higher in the C-C group (18.89 g/d), than the C-N and C-H group (9.93 g/d and
13.59 g/d, respectively ; P < 0.001). Fecal Ca excretion was the lowest in the C-N group (but not
different from the fecal excretion of the C-H group) and the same in the C-C and C-H groups (7.15
versus 3.92 g/d ; P < 0.01). Urine Ca concentration was undetectable in all groups. The quantity
of Ca absorbed was higher in the C-C group (11.70 g/d) than in the C-H and C-N groups (6.49 g/d
and 6.01 g/d, respectively ; P < 0.01). Finally, Ca absorption efficiency was not different between
the groups.
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Table 5.2 - Growth performance and mineral sta-
tus in pigs feeding phase 1

C SEM?
Initial conditions
Body weight, kg 30.3 0.23
Bone mineral content, g 524 11.9
Protein, g 4102 128.0
Lipid, g 7405 191.9
Phosphorus, g 141 3.3
Calcium, g 206 4.7
Final conditions
Body weight, kg 73.1 0.47
Bone mineral content, g 1374 29.9
Protein, g 11408 227.2
Lipid, g 15006 422.6
Phosphorus, g 362 7.1
Calcium, g 539 11.7
Performances’
ADG, kg/d 1.10  0.009
ADFI, kg/d 2.51 0.023
Gain to feed, kg 0.438 0.0037
BMC gain, g/d 21.8 0.58
P gain, g/d 5.7 0.12
Ca gain, g/d 8.6 0.23
digP efficiency, % 53.2 1.19
Ca efficiency, % 34.0 0.90

1 ADG: average daily gain; ADFI: average
daily feed intake; BMC: bone mineral con-
tent; digP: digestible phosphorus.

2SEM: Standard error of the mean, the
highest value was reported.
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Table 5.3 - Growth performance and mineral status in pigs fed with different phos-
phorus and calcium levels during feeding phase 2

Treatment

C-C C-N C-H  SEM? p-values?

Initials conditions

Body weight, kg 72.7 73.1 73.6 1.09 0.76
Bone mineral content,g 1319 1394 1410 56.7 0.44
Protein, g 11251 11291 11683 482.8 0.71
Lipid, g 14565 14641 15812 950.8 0.42
Phosphorus, g 351 365 371 12.9 0.51
Calcium, g 518 547 553 22.2 0.44
Ca plasma, mg/dL 11.68 11.00 10.86 0.519 0.29
P plasma, mg/dL 8.53 8.1 8.20 0.453 0.76
Mg plasma, mg/dL 1.80 1.66 1.77 0.094 0.38
Ca:P 1.37 1.30 1.33 0.040 0.33
CTX, ng/mL 6.56 3.18 3.39 1.673 0.07
PICP, pg/mL 145.88 194.94 208.48 70.102 0.74
OC, ng/mL 6.37 4.87 8.25 1.725 0.26
Vitamin D3, ng/mL 13.83 1249 1448 1.334 0.31
Final conditions

Body weight, kg 1089 110.2 109.6 1.41 0.76
Bone mineral content,g 1835 1817 1850 105.8 0.96
Protein, g 15400 15336 15197 561.3 0.96
Lipid, g 28442 31283 31294 2513.9 0.49
Phosphorus, g 482 483 488 21.5 0.97
Calcium, g 720 713 726 41.4 0.96
Ca plasma, mg/dL 11.55 1278 1147 0474 0.07
P plasma, mg/dL 8.172  10.20° 8.653  0.627 *

Mg plasma, mg/dL 1.57 1.63 1.58 0.058 0.68
Ca:P 1.41 1.26 1.36 0.069 0.12
CTX, ng/mL 4.52 3.23 3.17 1.293 0.45
PICP, pg/mL 1241  113.18 128.73 42.565 0.11
OC, ng/mL 3.57 3.66 3.99 0.669 0.88
Vitamin D3, ng/mL 16.73 1793 25.00 3.712 0.06

Performances’

ADG, kg/d 1.31 1.35 1.32 0.039 0.71
ADFI, kg/d 3.51 3.65 3.64 0.089 0.43
Gain to feed, kg 0.375 0.370 0.363 0.0063 0.35
BMC gain, g/d 18.4 15.9 16.3 2.76 0.70
P gain, g/d 4.7 4.4 4.3 0.56 0.79
Ca gain, g/d 7.2 6.3 6.4 1.08 0.70
digP efficiency, % 52,62 77.9° 763 580 *

Ca efficiency, % 32.8 40.8 37.9 4.95 0.43

T ADG: average daily gain; ADFI: average daily feed intake; BMC: bone min-
eral content; digP: digestible phosphorus.

2 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

3 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect
of diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

a,b. cyalyes with different superscript letters differ (P < 0.05) from each
other as analyzed by the Tukey's tests.
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Table 5.4 - Phosphorus and calcium balance in pigs measured during the second

feeding phase

Treatments
c-C C-N C-H  SEM' p-values?

Phosphorus

Intake, g/d 15.142 955b 11.59b 1,043 ok

Feces, g/d 3.028 3.83% 624> 0.708 ok

Urine, g/d 082 090 038 0201 0.21

Absorbed, g/d 12128 5730 5350 1020 @ *Hx

Retained, g/d 11.588  498b 5160 0972 @ *x

Absorption, % intake 79.982 59.78° 46.70° 4.156 *EK

Retention, % absorbed 9554 84.29 96.53 5.556 *
Calcium

Intake, g/d 18.899 9930  13,59b 1,301 Aok

Feces, g/d 7198 392b 71020 1.265 *

Urine, g/d Undetectable3

Absorbed, g/d 11.702  6.01°  6.49° 1584 ok

Retained, g/d 11.662 5.94P 6490 1588 ok

Absorption, % intake 61.90 60.21 47.86 6.722 0.12

Retention, % absorbed 100

1 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

2 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the ef-
fect of diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

3 Urine calcium concentration was under the detection limit (<0.01%)

3, b, ¢ yvalues with different superscript letters differ (P < 0.05) from each
other as analyzed by the Tukey's tests.
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Table 5.5 - Growth performance and mineral status in pigs fed with different phos-
phorus and calcium levels during feeding phase 3

Treatment

C-C-C C-N-C C-H-C SEM2 p-values3

Initial conditions’
Body weight, kg 1089 1102 109.6 1.41 0.76
Bone mineral content,g 1957 1865 1979 109.4 0.67
Final conditions’

Body weight, kg 131.6 1352 1346 145 0.13

Bone mineral content,g 2342 2558 2509 96.9 0.23
Performances

ADG, kg/d 1.11 1.22 1.20 0.059 0.32

ADFI, kg/d 3.88 4.04 4.06 0.097 0.25

Gain to feed, kg 0.286 0.302 0.296 0.0161 0.68

BMC gain, g/d 18.7 25.5 17.5 3.77 0.14

T ADG: average daily gain; ADFI: average daily feed intake; BMC: bone min-
eral content.

2 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

3 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect
of diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

a b, ¢ yalues with different superscript letters differ (P < 0.05) from each
other as analyzed by the Tukey's tests.

5.5.2 Repletion phase

Atthe end of the repletion phase, the pigs reached the same body weight and BMC in the three
groups and the growth performances (ADG, ADFI, gain to feed and BMC gain) were the same (Table
5.5).

5.6 Discussion

During the adaptative phase, animals had a higher feed intake than expected based on in-field
growth performance. Given that energy level was as expected, it's possible that the experimental
conditions allowed better performance. This ADFI increased lead to heavier pigs than expected :
about 70 kg at the end of the phase instead of 55 kg. The BMC gain for animals at this weight was
a little more than estimated by Lautrou et al. (2020) (20.0 versus 21.8 g/d, Figure 5.1). Therefore
we suppose that pigs reached their maximal BMC gain potential.

The depletion in digestible P and Ca intake had no effect on the growth performances in agree-
ment with Pomar et al. (2006) and Létourneau-Montminy et al. (2014), which despite P deficiencies,
have not seen a decrease in pig performance. Nevertheless, in the current study we expected that
the growth performances may be reduced by the C-H diet, which was supposed to induce a higher
P deficiency with the low P combined with high Ca:P ratio (Reinhart & Mahan, 1986). Itis well known
that a phosphocalcic imbalance with an excess of Ca in the gut can lead to the formation of insol-
uble Ca-P complexes (Heaney & Nordin, 2002; Létourneau-Montminy et al., 2012) that exacerbate
the P deficiency and could decrease the ADFI and then the growth performances (Suttle, 2010).

The depletion did not affected BMC which is not in accordance with Létourneau-Montminy
et al. (2014) and Gonzalo et al. (2018). This suggests that Ca and P levels were not enough low to
induce bone mineralization deficit, whereas a decrease of 42% of digestible P and from 17% to 25%
of Ca, in H and N diets, respectively in comparison to C diet. The Ca was undetectable in urines,
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Figure 5.1 - Realized BMC gain (g/d) per phase in each groups and potential BMC gain (g/d) ac-
cording to Lautrou et al. (2020)

and the absorption efficiency of Ca was the same in the C-Cand C-N groups and numerically higher
than in the C-H one, suggesting that the Ca was limiting for bone retention in all diets, even the
C-C. This lack of Ca could be the cause of the lower BMC gain in the C-C pigs in the second feeding
phase compared to the adaptative phase (18.4 versus 21.8 g/d, Figure 5.1), whereas the BMC gain
usually increases with body weight when animals fed adequate P and Ca diets (Couture et al., 2018;
Lautrou et al., 2020). Therefore, because the bone mineralization was not maximized in the C-C
group, the difference could have been lower with depleted groups. Meanwhile, Ca deprivation
triggers the parathormone pathway that first stimulate the Ca reabsorption in the kidney and the
Ca and P release from bones, and then the calcitriol synthesis by kidneys to enhance the Ca and
P intestinal absorption and the reabsorption by kidneys (Schréder & Breves, 2006). The synthesis
of calcitriol (1,25(0OH),-vitamin D3) comes from the hydroxylation of calcidiol (25(OH)-vitamin D3,
Holick, 2006), the circulating form of vitamin D, which tended to be lower in C-C and C-N groups
compared to the C-H group. Moreover, the higher concentration of plasma Ca and P of C-N pigs
are probably the result of higher absorption and reabsorption due to parathormone and calcitriol
(Schréder & Breves, 2006; Riccardi & Brown, 2010). Finally, C-N and C-H pigs were depleted enough
to have an increase utilization of P although bone mineralization was not modified.

The depletion that C-H pig experienced was supposed to be more acute because of higher Ca:P
ratio. Consequently, there was no activation of the parathormone pathways because of a higher
Ca status (Sommerville et al., 1985). This is confirmed by the fact that calcidiol concentration in
serum was not decreased in C-H pigs, suggesting that there was no synthesis of calcitriol. Despite
similar level of digestible P in C-H and C-N diets, the high Ca supply in C-H results in lower intestinal
absorption (46.7 vs 59.8%), because of their antagonism in the small intestine lumen. Besides,
given the higher Ca level in C-H compared to C-N, the P retention over absorbed is way higher in
C-H (97 vs 84%) due to Ca available to retain the P absorbed in the bone. It is interesting to note
that the PICP, a marker of osteoblast activity and consequently bone formation (Eklou-Kaloniji et al.,
1999; Delmas et al., 2000) was numerically increased in the serum of both C-N and C-H indicating
higher capacity to deposit mineral into bone. This results combined to the decreased calcidiol
level in C-N group could mean that at the end of depletion phase, the bone formation was rised,
as if the pigs was finally in a repletion phase. This result suggests that C-H and C-N pigs have
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known a deprivation period, probably at the beginning of the depletion phase. Thereafter, the
bone formation was increased allowing pigs to recover bone mineral deficit before the scan at the
end of depletion phase.

The repletion had no effect on the growth in accordance with Varley et al. (2011), Létourneau-
Montminy et al. (2014) and Gonzalo et al. (2018). As in the second phase, the BMC gain in the C-C-C
group was lower than expected : 21.6 versus 28.3 g/d (Figure 5.1). At the end of the phase 3, the
pigs could not be scanned, because of their heavy weight. Therefore, the body BMC content was
estimated according to (Létourneau-Montminy et al., 2017), based on the bone mineral density of
the heads. This recalculation could have bring a little error compared to the direct measure of
the total body BMC. The BMC at the beginning of the phase 3 was also recalculated to limited the
error on the BMC gain, but this method is certainly less precise than a direct measure of the whole
body BMC. The non significant difference despite the important gab in BMC gain between C-N-C
and C-C-C pigs, could be related to the fact that we could not scan entire pigs and to the reduced
number of heads that we received : 5 to 6 per group compared to 8 scanned animals at other
times. Létourneau-Montminy et al. (2014) and Gonzalo et al. (2018) observed an increased P and
Ca utilization efficiency until 56 days of repletion. Therefore, the numerically better BMC gain in
the C-N-C group (+6.8 g/d compared to the C-C-C group) confirms that there was a short depletion,
butlong enough to cause a reaction to the deficiency and improved P and Ca utilizations even more
than 28 days after the depletion. The higher BMC gain conducted to a numerically higher BMC in
C-N-C group at the end of the trial. A longer third feeding phase might have allowed to detect a
statistical difference in bone mineralization and not only numerical.

5.7 Conclusion

The objective of this study was to better understand the effect of a depletion-repletion se-
quence in P and Ca intake on the growth performances and the mineral status of growing pigs.
The results show that it is possible to achieve the same level of bone mineralization and fairly
comparable growth performance by different strategies. The depletion period in this trial was
shorter than expected but sufficient to increase the absorption and metabolic use of P and Ca. A
decrease in total P level in the feed of about 9.5% was observed while maintaining the same level
of bone mineralization. On the other hand, considering P utilization efficiencies, excretion would
have been reduced by 24% during the depletion phase in the depletion-repletion groups (C-N-C
and C-H-C). Finally the sucess of the depletion-repletion strategy mainly depends on the Ca and P
estimation of pigs, on the precise measure of the nutrients in feed and also on the way to estimate
the digestible part of the total P and Ca.
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Chapitre 6

L'effet d’'une stratégie sans
phosphate minéral avec
supplémentation en phytase sur les
performances de croissance et le
statut minéral des porcs en
croissance.

The effect of a no-mineral phosphate strategy with phytase supplementation on the
growth performances and the mineral status of growing pigs.
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6.1 Résumé

Une stratégie sans ajout de phosphate, avec utilisation de phytase a été testée chez des porcs
en croissance de 30 a 130 kg. L'utilisation de la phytase ne permettait pas d'atteindre les besoins
des animaux pour maximiser la minéralisation des animaux en premiéere phase de croissance (30
a 70 kg), ce qui a donc induit un déficit en phosphore digestible, et également en calcium afin
d'équilibrer le ratio. Aprés 70 kg, la phytase permettait d’atteindre les besoins en phosphore di-
gestible. Les animaux en déplétion présentaient un contenu minéral osseux plus faible que les
animaux témoins, mais les régulations déclenchées ont permis de rattraper ce retard dés la pre-
miére phase de réplétion. Avec cette stratégie, aucun phosphate minéral n'a été distribué mais les
animaux ont réussi a atteindre un méme contenu minéral osseux que les animaux controles sans
pour autant diminuer les performances de croissance finales.
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6.2 Abstract

The use of phosphorus (P) nowadays raises environmental (eutrophication) and sustainability
(limited resource) issues for the pig industry. Initial trials have shown that it is possible to ob-
tain similar growth performances between pigs fed on a requirement basis and pigs fed on a P
depletion-repletion strategy. In order to optimize the use of dietary P by pigs, 3 feeding strategies,
according to a 3-phase feeding plan, were studied 1) Control providing 100% of the P and calcium
(Ca) requirement, 2) Low 60% of the requirement, 3) Phyt (without phosphate, with phytase), pro-
viding 60% of the P and Ca requirement in phase 1, then 100%. Bone mineral content (BMC) and
body weight were measured at the beginning and end of each phase. BMC gain, average daily gain
(ADG), daily feed intake (ADFI) and feed efficiency were calculated per phase. In phase 1, the ADG
was lower in the Phyt group than in the Control group (1.05 vs 1.08 kg/d, P < 0.05). BMC and BMC
gain in the Control group were higher than in the Phyt group (P < 0.05). At the end of phase 2, the
Control and Phyt groups had similar BMCs because of a higher BMC gain in the Phyt group (27.1
vs 18.4 g/d, P<0.01). The Low group had a lower BMC than Control (1611 vs 1835 g, P < 0.01) with
similar BMC gain. At the end of phase 3, the Low group had lower BMC (1966 vs 2342 g, P < 0.01).
Depletion worked in the first phase in both Phyt and Low groups, resulting in increased P use effi-
ciency during repletion. These results demonstrate the value of a depletion-repletion strategy to
reduce P intake and excretion without affecting final performance. This type of strategy could be
applied without phosphate input but with the addition of phytase.

6.3 Introduction

The efficient use of phosphorus (P) remains a sustainability issue for the swine industry with
the associated environmental risks and the limited resource of P in mineral form. Therefore, the
P utilization must be optimized in pig production. This optimization can be achieved by a better
efficiency of P use by the pigs given that they can improve the absorption and metabolic utilization
of some minerals in case of deficiencies (Suttle, 2010). This is especially true for dietary calcium
(Ca) and P that are physiological regulator of their utilization (Crenshaw, 2001; Blaine et al., 2015).
The Ca and P deprivation trigger a regulation cascade, aiming to maintain a constant level of these
minerals in blood. This results in an increased intestinal absorption and renal reabsorption are
increased, allowing better use efficiencies of P and Ca. It was also shown in pigs that the improved
P and Ca digestive and metabolic utilization was maintained after the deprivation period acute
enough to deplete bone reserves (Létourneau-Montminy et al., 2010; Ryan et al., 2011). Recent
trials have shown that it is possible to achieve the same final level of bone mineralization in pigs
fed on arequirement basis and pigs fed a P depletion-repletion strategy, while maintaining growth
performance at a similar level (Varley et al., 2011; Létourneau-Montminy et al., 2014; Gonzalo et
al., 2018). However, this strategy does not always achieve the same level of bone mineral content
(BMC) and securing skeletal quality as the control (Aiyangar et al., 2010; Gonzalo, 2017).

Furthermore, the depletion-repletion sequence in P and Ca intake has never been explored
with the addition of microbial phytase. This enzyme is well known to reduce P excretion and
to maximise the P utilization of plant feedstuffs. We hypothetised that the synergy between a
depletion-repletion strategy and the supplementation of phytase may allow decreasing the min-
eral phosphate input without degrading the growth performances and the final BMC. The objective
of this study was to test the effect of a non-mineral phosphate strategy with phytase in depletion-
repletion protocol on growth performance and bone mineralization level in growing pigs from
25 kg to slaughter.
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6.4 Material and methods

Animals were housed and treated in accordance with the guidelines established by the Cana-
dian Council on Animal Care (CCAC, 2009). The protocol for this experiment was reviewed and
approved by the Institutional Animal Care and Use Committee at the Laval University Québec, QC,
Canada.

6.4.1 Experimental diets

The pigs were fed according to a three phases feeding program. The phases lasted 39, 27 and
28 days (expected 25 to 55 kg, 55 to 90 kg and 90 to 125 kg). In this trial, feed met all of the pig's
nutritional requirements (NRC, 2012) except P and Ca. A first group (Control) was fed a diet cover-
ing 100% of the total Ca and digestible P requirements for maximum bone mineralization during
the three feeding phases (Lautrou et al., 2020) (Tables 6.1). The second group (Phyt) received no
phosphate but 750, 686 and 390 FTU of phytase in phase 1, 2 and 3, respectively, allowing to reach
60% of the Ca and digestible P requirement in phase 1 and then 100% in phase 2 and 3. Finally, the
feed in the Low group, negative control, covered 60% of the Ca and digestible P requirement in
all phases. According to Lautrou et al. (2020), the optimal digestible P concentration to maximize
bone mineralization were estimated at 4.3, 2.6 and 2.2 g/kg with a total Ca to digestible P ratio
at 2.3, 2.4 and 2.7 for phase 1, 2 and 3 respectively. During the first phase, the diet was in mash
while during the second and third phases it was in pelleted form.

6.4.2 Growth trial

The experimental diet distribution started when the mean body weight of pigs was about 30 kg.
One hundred and forty four castrated pigs (276 or 275 Fast female x PIC 800 Duroc) were randomly
assigned to treatments and housed in pens of six pigs 4 days before starting the trial. Individual
body weight was recorded at the beginning and the end of each phase. The delivered feed was
weighted daily per pen and the refusal at the end of phases. The body composition of 8 animals
per treatments (one animal per pen) was measured at the beginning and the end of each phase
with dual-energy X-ray absorptiometry (DXA, Hologic Discovery W, Hologic Inc., Waltham, MA) to
quantify the BMC, bone mineral density (BMD), and mass of lean and fat tissues. The animals
received an injection of azaperone (2.2 mg/kg BW; Stresnil; Jansen-Cilag, Neuss, Germany) to be
calmed and then were anesthetized by mask inhalation of sevoflurane (Sevorane; Abbott Labo-
ratories, North Chicago, IL, USA) at an oxygen concentration of 7% until sleepiness. Sevoflurane
was then replaced by isofluorane (IsoFlo; Abbott Laboratories) at an oxygen concentration of 5%
in order to keep the pigs anesthetized during scans. The animals were scanned in prone position
with the front legs along the sides of the body using whole-body mode. At the end of phase 3, the
animals were too heavy to be scanned, and only their heads recovered from the slaughterhouse
were scanned.

At beginning and end of phases 1 and 2 blood samples were collected on all scanned animals
(d-1; d37-38; d66-68). The blood samples were collected in dry and sodium heparinized vacutainer
tubes (Becton Dickson, Franklin Lakes, NJ), to obtain serum and plasma after a 20 min at 2000 g
centrifugation. The plasma and serum samples were frozen at -80°C until analyzes.

6.4.3 Metabolic trial

Total collects of feces and urine were organized during phase 1. On the day 7 (phase 1) of
the experiment, at about 37 kg, 6 animals of each group (Control, Low and Phyt) were placed in
metabolic cages for 6 days, with one day of adaptation. Feed consumption were recorded daily.
For each pig, total feces and 20% of urine were daily collected separately during 5 consecutives
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days and then frozen at -20°C. Thawed feces were homogenized with water, then samples were
frozen at -20°C and freeze-dried before analyses. Thawed urines were filtrated (Ashless, grade 42,
Whatman), then samples were frozen at -20°C before analyses.

6.4.4 Calculations

Average daily feed intake (ADFI) was estimated per pen and phase, with intake per pen divided
by the number of days in the phase and the number of pigs in the phase. The average daily gain
(ADG) was estimated per pen as the mean of the difference between the body weight of each
pigs of the pen at the end of the phase and the beginning divided by the number of days for
the phase. The gain to feed (G:F) represents the average ADG of the pen per kg of feed intake
(ADG/ADFI), by phase and pen. At the end of phase 3, whole-body BMC was estimated according
to Létourneau-Montminy et al. (2017) based on bone mineral density of the head. However, the
amount of lean and fatty tissues were not available. To be able to compare the results of the end
and the beginning of phase 3, the same BMC calculations were realized based on the BMC head
region of the beginning of phase 3. The daily BMC gain was calculated per pig, as the difference of
BMC between the end and beginning of phase, divided by the number of days of the phase. Body
lean and fat content were used to determine whole body protein and lipid contents as proposed
by Pomar and Rivest (1996). Whole body Ca and P contents were calculated as the sum of Caand P
contained in bone, muscle, and fat. The percentage of Ca and P in bone represents approximately
39% and 18%, respectively, of the whole body BMC (Crenshaw, 2001). P and Ca concentrations in
protein and lipid were estimated as those associated with lean and adipose tissue, respectively, as
in Lautrou et al. (2020). The retention efficiency coefficients of total Ca and digestible P considering
phytase matrices were calculated by dividing the daily body gains in P and Ca by the daily ingested
quantities estimated by phase, in phases 1 and 2.

6.4.5 Chemical analysis

Feed samples were taken at the beginning of the phase to analyze Ca and P concentrations
and phytase activity level. Dry matter was analyzed in feed samples thereafter using Association
of Official Analytical Chemists (1990) standard methods for dry matter (Method 950.46). The Ca, P
in the feed were analyzed according to inductively-coupled plasma spectrometry (ICP-ES Perkin-
Elmer Optima 3000; PerkinElmer, Whaltham, MA, USA). Phytase activity was also measured. The
Ca, P and magnesium (Mg) in the plasma were analyzed according to inductively-coupled plasma
spectrometry (ICP-ES Perkin-Elmer Optima 3000; PerkinElmer, Whaltham, MA, USA). Procollagen
| C-terminal Propeptide (PICP) and Cross Linked C-telopeptide of Type | Collagen (CTX) concentra-
tions in serum were measured using ELISA kits (Porcine PICP, Elabscience, Houston, TX, USA, and
Porcine CTX-1 Elisa, Novus biologicals, Toronto, Canada). The serum osteocalcin (OC) concentra-
tion was analyzed using ELISA kit (Porcine OC/BGP (Osteocalcin/Bone Gla Protein), Elabscience,
Houston, TX, USA). The calcitriol precursor (25(0OH)-vitamin D3, called calcidiol) was measured in
serum using an ELISA kit (25 Hydroxy Vitamin D3 (250HVD3), ELISA Kit, MyBioSource, San Diego,
CA, USA). Feces samples were freeze-dried at 85°C. Ca and P in feces and urine were analyzed
according to inductively-coupled plasma spectrometry.

6.4.6 Statistical analysis

Given the large number of animals, the measurements (scan, weighing and refusal of feed)
could not all be performed on the same day. Corrections were applied by linear regression to
bring the data back to the same phase duration, the feeding phase. The results were analyzed
using the OLS procedure of the Statsmodels package under Python 3. The experimental unit was
the pen for body weight, ADG, ADFI and G:F and was the pig for BMC, protein, lipid and blood
samples. The effects of dietary treatments were evaluated separately for each feeding phase. The
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differences were considered significant when P <0.05 and a value of P < 0.10 denotes a statistical
trend. When differences were significant, means were separated using Tukey's Highly Significant
Difference test.
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6.5 Results

The analyzed values of Ca were higher than expected in phase 1: 3%, 39% and 16% in Control,
Phyt and Low diets, respectively. In phase 2 there were +3% +8% and -6% of difference in the
Control, Phyt and Low groups. The analyzed values of P were very closed to the one expected :
-1%, +5% and +6% in phase 1, -2%, +3% and -3% in phase 2 and +2%, +3% and -6% in phase 3 in
Control, Phyt and Low diets, respectively. During the first phase, one Phyt and one Control pigs
died of unknown reasons. During the second period in the Phyt group, two pigs died of unknown
reasons (one died the day after the scan), one animal was euthanized because of lameness and
an other because of a general state degradation.

6.5.1 First feeding phase

At the end of phase 1, the body weight tended to be lower in group Phyt (P = 0.05; Table 6.2).
The body protein and lipid were not affected by diets. The BMC and body Ca were lower in the
Phyt and Low groups than in the Control group (-14%, respectively, P < 0.01). The body P tended
to be lower in the Phyt and Low groups than in the Control group (P = 0.06). At the end of phase 1,
plasma Ca tended to be the lowest in the Low group (10.70 mg/dL, P = 0.07) and the highest in the
Control group (11.68 mg/dL). The diet treatments had no effect on the plasmatic concentrations
of P and Mg. The plasma Ca:P ratio was higher in the Control group than others (P < 0.01). The
CTX, PICP and OC levels were not affected by the different diets. The vitamin D concentration were
higher in the Control group than in the Low group (13.83 and 10.94 ng/mL, respectively ; P < 0.01).

About the performances, the ADG was lower in the Phyt group than in the C group (1.05 vs
1.08 kg/d; P < 0.05) but there was no difference between groups on ADFI, gain to feed and body
protein and lipid. The BMC, Ca and P gains were 19, 19 and 13% lower in the phyt and Low groups
compared to the Control (P < 0.05). The total Ca retention efficiency was higher in the Phyt group,
than in the groups Low and Control (42.4, 37.2 and 32.2%, respectively; P <0.001). The digestible P
retention efficiency was higher in the Phyt and Low groups than the Control group (+23 percentage
points, P <0.001).

During the five days of metabolic trial, the P intake were the highest in the Control group, then
in the Low group and the lowest in the Phyt group (P < 0.001, Table 6.3). Pigs from the Control and
Low groups excreted more fecal P than the Phyt pigs (P < 0.001). The urinary P was undetectable
for the pigs from the group phyt and P execretion in urine was more than doubled in the Control
group versus the group Low (P < 0.01). The quantity of P absorbed (g/d) was higher in the Control
group than others (P < 0.001). The mass of retained P was higher in the Control group compared
to the Low one (5.93 and 4.93 g/d, respectively; P <0.01). The P absorption (% intake) was superior
in the phyt group than others (77.71 versus 56.94%; P < 0.001). The retention of P (% absorbed)
was slightly higher in the Low than the Control group (+7.94 percentage points, P <0.001) and the
greatestin the phyt group. The pigs of Control group ingested the highest amount of Ca (P <0.001)
and the Ca excretion in feces was the lowest in the phyt group (P <0.001). The Ca excretionin urine
was the highest in the phyt group and the lowest in the Control group (P < 0.05). The amount of
absorbed Ca was the lowest in the low group (P < 0.001). The daily retained Ca was the highest in
the Control group (10.07 g/d ; P < 0.001), lower in the Phyt group (8.18 g/d) and the lowest in the
Low group (6.28 g/d). The absorption (% intake) was higher in the phyt group (80%) than in other
groups (59%, P < 0.001). Then, the Ca retention (% absorbed) was the highest in Control and the
lowest in phyt group (P < 0.05).

6.5.2 Second feeding phase

No difference was found between the three groups on body weight, ADG, ADFI, G:F and body
protein and lipid (Table 6.4). The repletion in group phyt lead to the same BMC and body Ca in
phyt and Control groups but there were 13 and 13% lower in Low group (P < 0.01). The body P
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Table 6.2 - Growth performance and mineral status in pigs fed with different phos-
phorus and calcium levels during feeding phase 1

Treatments

Control  Phyt Low  SEM? p-values3

Initial conditions

Body weight, kg 304 30.1 30.8 0.34 0.27
Body protein, kg 4.0 4.3 3.9 0.22 0.41
Body lipid, kg 7.5 7.4 7.2 0.31 0.74
Bone mineral content, g 521 491 476 22.7 0.16
Body calcium, g 204 193 187 8.9 0.16
Body phosphorus, g 139 137 130 5.7 0.38
Ca plasma, mg/dL 11.96 12.55 11.92 0.69 0.74
P plasma, mg/dL 9.05 9.85 9.49 0.61 0.53
Mg plasma, mg/dL 1.54 1.67 1.67 0.1 0.43
Ca:P 1.33 1.28 1.26 0.05 0.48
Final conditions
Body weight, kg 72.7 71.0 72.6 0.59 0.05
Body protein, kg 11.3 11.5 11.4 0.42 0.89
Body lipid, kg 14.6 14.3 13.4  0.60 0.37
Bone mineral content,g 13192 11432 11200  48.1 ok
Body calcium, g 5183 4490 440° 1838 ok
Body phosphorus, g 351 321 316 11.4 0.06
Ca plasma, mg/dL 11.68 11.26 10.70 0.44 0.07
P plasma, mg/dL 8.53 9.03 9.10 0.62 0.54
Mg plasma, mg/dL 1.80 1.74 1.73 0.07 0.57
Ca:P 1372 1.24° 1.19°  0.04 ok
CTX, ng/mL 6.56 3.74 4.40 1.67 0.21
PICP, pg/mL 145.88 88.69 170.03 71.63 0.62
0OC, ng/mL 6.37 5.90 13.79 4.84 0.11
Vitamin D3, ng/mL 13.832  12.923b 10.94> 0.84 o
Performances’
ADG, kg/d 1.082  1.05P  1.072P  0.011 *
ADFI, kg/d 2.49 2.44 2.55 0.058 0.26
Gain to feed, kg 0.436 0.431 0.423 0.0110 0.59
BMC gain, g/d 2058 16.7° 1622 111 ok
Ca gain, g/d 8.02 6.6° 6.4° 043 ok
P gain, g/d 5.42 4.7b 47° 025 *
Ca efficiency, % 3228 424b  37.23b 190 %
digP efficiency, % 51.38  749° 7150 281 Aok

T ADG: average daily gain; ADFI: average daily feed intake; BMC: Bone min-
eral content; digP: digestible phosphore.

2 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

3 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of
diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05

3, b, ¢ yalues with different su perscript letters differ (P <0.05) from each other
as analyzed by the Tukey's tests.
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Table 6.3 - Phosphorus and calcium balance in pigs measured during the first feeding
phase

Treatments
Control Phyt Low  SEM! p-value?
Phosphorus
Intake, g/d 12.262 6.45¢ 9.80°P 0397  ***
Feces, g/d 5.043 1.43bP 4443 0367  *x*
Urine, g/d 1.29  Undetectable> 0.52  0.179  **
Absorbed, g/d 7.222 5.02P 5360 0356  ***
Retained, g/d 5.933 5.02P 493 0.356 *
Absorption, % intake ~ 59.002 77.71° 54.883 2406  *x*
Retention, % absorbed 82.122 100.00P 90.06¢ 2.437 *kk
Calcium
Intake, g/d 17.332 11.44b 1200 0561  ***
Feces, g/d 6.922 2.24P 5133 0.737 %%
Urine, g/d 0.342 1.02P 0.592b  0.197 *
Absorbed, g/d 10.412 9.202 6.87° 0.715  *x*
Retained, g/d 10.072 8.18P 6.28C  0.745  ***
Absorption, % intake 60.152 80.34P 57.373 3.780  ***
Retention, % absorbed ~ 96.572 88.920 92.013b 2,219 *

T SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

2 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of
diet. ***: P <0.001; **: P <0.01; *: P <0.05.

3 Urine phosphorus concentration was under the detection limit (<0.01%)

a,b, cyalyes with different superscript letters differ (P < 0.05) from each other
as analyzed by the Tukey's tests.
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was lowest in the Low group than in the Phyt group (P < 0.05). At the end of phase 2, the plasmatic
concentration of Ca was not affected by diets. The P level in plasma was higher in Low group
(P <0.01) with 9.72 versus 8.37 mg/dL. The treatments had no effect on the Mg concentration in
plasma. The Ca:P ratio in plasma was lower in Low group (1.23 versus 1.40 mg/dL ; P < 0.05). The
CTX concentration was not affected by diets. The PICP level was the lowest in the Control group
(12.41 pg/mL; P < 0.05) and the highest in the Phyt group (183.09 pg/mL). The OC and the vitamin
Ds levels were not affected by treatments. The BMC, P and Ca gains were greater in the Phyt group
than in others (+49, 35 and 47%, P < 0.05). Total Ca retention efficiency was higher in the Phyt and
Low groups (57.1 vs 32.8% in the Control group; P < 0.01). The retention efficiency of digestible P
was higher in the Low group than the Control group (P < 0.01).

6.5.3 Third feeding phase

At the end of the third phase, no difference was observed on body weight, ADG, ADFI and G:F
and BMC gain (Table 6.5). The pigs of Control and Phyt groups arrived with the same BMC at the
end of the trial, but the BMC in the Low group was 16% lower (P < 0.01).

6.6 Discussion

6.6.1 Effect of a depletion in calcium and phosphorus

The depletion was studied over the 3 phases. The Phyt group was depleted during the first
phase, because the digestible P intake without phosphate was not sufficient to cover the require-
ments for the maximal bone mineralization. The Low group was under the requirement and thus
in depletion over all phases. During the first period, the phyt diet was formulated to provide the
same total Ca and digestible P level than the Low diet. The BMC at the end of the first phase were
the same in these two groups, meaning that the phytase worked well and released sufficient Ca
and P from the phytate to reach the same bone mineralization level. Nevertheless, the ADG of
Phyt pigs was deteriorated compared to the Control and Low groups. This result is surprising giv-
ing that it is generally considered that the requirement for bone mineralization is higher than for
growth performance (NRC, 2012; Vier et al., 2019). However, the total Ca level in the phyt diet was
higher that planned, it was expected to be at 4.6 g/kg and it was at 6.4 g/kg, almost as in the Low
diet (6.7 g/kg ; Table 6.1), while the total P was very close to the formulated levels. Morever, by
degrading phytates in the stomach, they are no longer likely to form insoluble Ca complexes in
the gut, making Ca more available for absorption (Létourneau-Montminy et al., 2010). This excess
of Ca in comparison to P is reinforce by the P level in urine that was undetectable so retention is
almost 100% of absorbed while the urinary Ca losses were higher in the phyt group leading to the
lowest percentage of Ca retained over absorbed (89% vs 97% in the control). Imbalance in dietary
Ca and P is well known to aggravate P deficiency and reduce feed intake momentarily and thus
energy and or protein and reduce ADG. In fact, it is possible that a phosphocalcic imbalance with
an excess of Ca in the gut would have led to the formation of insoluble Ca-P complexes (Heaney
& Nordin, 2002; Selle et al., 2009; Létourneau-Montminy et al., 2010; Létourneau-Montminy et al.,
2012) leading to a reduction of plasma P which is known to reduce feed intake (Suttle, 2010). These
complexes would have exacerbated the P deficiency despite the supply of digestible P by phytase.
Besides, according to Adeola and Cowieson (2011), the Ca made available by phytase are often
underestimated. Classically, the Ca:P ratio release from phytate are estimated at 1, but at levels
of FTU as used in this study it rather be about 2. This unexpected Ca level combined to the phytase
probably increased the quantity of soluble Ca and therefore decreased the ADG (Merriman et al.,
2017; Lagos et al., 2019).

At the end of phase 1, the Phyt and Low groups had lower bone mineralization than the Con-
trol group due to the decrease in Ca and digestible P, as previously seen after a depletion period
(Aiyangar et al., 2010; Létourneau-Montminy et al., 2010; Létourneau-Montminy et al., 2014; Gon-
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Table 6.4 - Growth performance and mineral status in pigs fed with different phos-
phorus and calcium levels during feeding phase 2

Treatments
Control  Phyt Low SEM?Z  p-values3
Initial conditions
Body weight, kg 72.7 71.0 72.6 0.59 0.05
Body protein, kg 11.6 11.5 11.4 0.42 0.89
Body lipid,kg 14.6 14.3 134  0.60 0.37
Bone mineral content, g 13192 1143 11200 481 ok
Body calcium, g 5183 449P 440P 18.8 ok
Body phosphorus, g 351 321 316 11.4 0.06
Final conditions
Body weight, kg 108.9 108.2 108.1 1.17 0.87
Body protein, g 15.4 15.8 15.4 0.47 0.65
Body lipid, g 28.4 31.2 304 1.9 0.52
Bone mineral content,g 18352 18832 16110 60.43 **
Body calcium, g 7202 7392 633P 23.7 *x
Body phosphorus, g 4822b 4992 446° 12.7 *
Ca plasma, mg/dL 11.55 11.85 11.77 0.43 0.86
P plasma, mg/dL 8172 8562  9.72b  0.31 ok
Mg plasma, mg/dL 1.57 1.68 1.59 0.06 0.29
Ca:P 1413 1398 123° 0,04 *
CTX, ng/mL 4.84 5.94 4.67 1.63 0.7779
PICP, pg/mL 12412 183.09° 66.673P 53.11 *
0OC, ng/mL 3.25 6.63 6.26 1.87 0.1607
Vitamin D3, ng/mL 17.40 15.65 17.42 1.86 0.64
Performances’
ADG, kg/d 1.31 1.36 1.29 0.037 0.31
ADFI, kg/d 3.51 3.66 3.53 0.089 0.42
Gain to feed, kg 0.375 0.383 0.367 0.0101 0.37
BMC gain, g/d 1842  27.1°  18.02 276 ok
Body Ca gain, g/d 7.28 10.6P 7.1 1.08 *x
Body P gain, g/d 4.72 6.5° 4.82 0.56 *
Ca efficiency, % 32.82 5230 61.8° 457 %
digP efficiency, % 52,62  67.03b  86.8° 574 ok

T ADG: average daily gain; ADFI: average daily feed intake; BMC: Bone min-
eral content; digP: digestible phosphore.

2 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

3 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect of
diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

3, b, ¢ yalues with different superscript letters differ (P <0.05) from each other
as analyzed by the Tukey's tests.
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Table 6.5 - Growth performance and mineral status in pigs fed with different
phosphorus and calcium levels during feeding phase 3

Treatments

Control Phyt Low  SEM? p-values3

Initial conditions

Body weight, kg 1089 108.2 108.1 1.17 0.87
Bone mineral content, g 1957 1923 1682 88.4 *
Final conditions

Body weight, kg 131.6 130.2 130.7 1.39 0.74
Bone mineral content, g 23428 25158 1966  91.1 *x
Performances'

ADG, kg/d 1.11 1.08 1.11 0.050 0.86
ADFI, kg/d 3.88 3.69 3.75 0.099 0.31
Gain to feed, kg 0.286 0.292 0.297 0.0117 0.78
BMC gain, g/d 18.7 20.5 12.4 3.36 0.16

1 ADG: average daily gain; ADFI: average daily feed intake; BMC: Bone
mineral content.

2 SEM: Standard error of the mean, the highest value was reported.

3 Data were analyzed using ANOVA linear models that included the effect
of diet. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05.

3, b ¢ yvalues with different superscript letters differ (P < 0.05) from each
other as analyzed by the Tukey's tests.

zalo et al., 2018). The gain of BMC was also lower than that of group Control. The digestible P
efficiency, on the other hand, was higher in the Phyt and Low groups than in the Control group,
showing an increased utilization of digestible P with and without phytase. The Ca efficiency was
the same in the Control and Low groups, because of the slight excess of Ca in the Low diet (pre-
vious: 5.8 g/kg, analyzed: 6.7 g/kg), conducting to a higher Ca:digestible P ratio in Low diet (2.6)
compared to the Control one (2.3). The Ca and P defiencies in the Phyt and Low groups were not
visible with the blood levels of Ca and P, probably because of the regulations, that aim to maintain
a constant Ca and P concentration in blood. The synthesis of calcitriol (1,25(0H),D3) comes from
the hydroxylation of calcidiol (25(0OH)-vitamin D3 Holick, 2006) the circulating form of vitamin D.
The calcidiol concentration was superior in the Control than the Low group. If the level was higher
in the Control group, it is certainely because the 25(0OH)-vitamin D was hydroxylated to produce
the activ vitamin-D form in other groups (Gonzalo, 2017) in order to maintain a constant level of
Ca in the blood and lead to better efficiencies of Ca and digestible P utilizations.

The Ca and P requirements were estimated by Lautrou et al. (2020) model allowing to predict
the potential of bone mineral deposition (Figure 6.1). The Control group BMC gain was slightly
higher than the predicted potential in phase 1, even though the formulation of diets aimed to
reach the maximum bone mineralization (Lautrou et al., 2020) maybe thanks to a Ca level in diet
slightly higher than planned (9.7 versus 10.0 g/kg). That means that some absorbed Ca was not
deposed in bones and increased a bit the Ca level in plasma, enough to increase the Ca:P ratio.

In phase 2, the Low group, depleted for approximately 66 days, did not show lower BMC gain
than the Control group due to higher Ca and digestible P efficiencies than in the Control group.
This was observed by Létourneau-Montminy et al. (2014) at the vertebral level after 56 days of
depletion, whereas Gonzalo et al. (2018) did not observe the same gain either on the whole body
or on the vertebral level in animals receiving reduced Ca and digestible P intakes during 4 phases
of 28-days feeding, compared to a control. The increased utilization efficiency of both minerals is
consistent with regulation more via calcitriol, the active molecule of vitamin D, which is hypercal-
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Figure 6.1 - Realized BMC gain (g/d) per phase in each groups and potential BMC gain (g/d) ac-
cording to Lautrou et al. (2020)

cemic and -phosphatemic, in contrast to parathyroid hormone which is hypercalcemic and hypo-
phosphatemic (Penido & Alon, 2012). This is consistent with the plasma P concentration that was
higher in the Low group, leading to a lower Ca:P ratio. The results of Eklou-Kaloniji et al. (1999) and
Oster et al. (2016) show that parathyroid hormone can be increased in 7 to 10 days in pigs while
for calcitriol activation 21 days would be required. This could explain the maintenance of similar
P and Ca retention as in the control group yet with approximately 42% lower digestible P and 49%
Ca intake in the Low group. These results confirm that depletion can lead to an increase in P and
Ca utilization efficiency. However, this increase did not persist over time, since in phase 3, the low
group showed a lower gain of BMC than the Control animals, possibly due to a recovery of bone
mineral status.

6.6.2 Effect of a repletion in calcium and phosphorus

During the second phase, the Phyt group were considered in repletion since the use of phytase
lead to a digestible P intake sufficient for a maximal bone mineralization. The repletion period had
no effect on growth performance in agreement with the work of Létourneau-Montminy et al. (2014)
and Gonzalo et al. (2018).

During this phase, the total Ca level seemed limiting for the bone mineralization as explained
in (Lautrou et al., 2022). That is certainely why the bone mineralization in Control group (18.4 g/d)
was lower than predicted by Lautrou et al. (2020) (24 g/d) and was lower than in the first period
(Figure 6.1). This decrease in the BMC gain is not supposed to happen when the animal is fed at
the Ca and P requirement (Couture et al., 2018; Lautrou et al., 2020). The Phyt group had a 47%
higher BMC gain than the Control group, while both groups received identical levels of digestible
P and total Ca. Interestingly, the PICP level was more than 10 times higher in the Phyt than the
Control group indicating an intense bone formation (Cormier et al., 1993; Delmas et al., 2000).
This higher BMC gain allowed the Phyt group to recover bone mineralization deficit experienced
in phase 1. This BMC gain increase is really high, after a 28 days repletion, the gain is usually about
14% higher than a control (Aiyangar et al., 2010; Létourneau-Montminy et al., 2014; Gonzalo et al.,
2018), even though a difference of +56% was observed in one depletion-repletion treatment in
(Létourneau-Montminy et al., 2014). This difference in BMC gain between the Control and Phyt
groups could come from two hypothesis. The regulations triggered in the first phase, due to Ca
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and P deficiency (Suttle, 2010; Penido & Alon, 2012) lead to a better utilization of Ca and digestible
P, because the absorption and reabsorption of these minerals were increased thanks to a higher
number of proteins involve in the cited mechanisms (Gonzalo, 2017). The higher number of these
proteins persists during the 28 first days of repletion (Gonzalo, 2017), leading to a better total Ca
and digestible P utilization, as seen in the present study with higher Ca efficiency in the Phyt group
than the Control group (+19.5 percentage points). The explanation of this particularly higher BMC
gain in the Phyt group is due to the limiting level of Ca in the Control diet and the phytase use.
Indeed, the Ca could have been limiting in the Control diet and not in the Phyt one, thanks to
the phytase efficacy. The difference in the analyzed Ca between the two diets was exactly the
one desired (+1 g/kg). But if the phytase was more efficient in the Ca release than planned, as
explained previously, then the digestible Ca in the Phyt diet was higher than in the Control and
was less or not limiting for the bone mineralization.

During the second repletion period for the Phyt group, the BMC gain was the same as in the
Control group. In Létourneau-Montminy et al. (2014) and Gonzalo et al. (2018), the repleted pigs
still had a better BMC gain during the second repletion period of 28 days, but the pigs had not
recover the BMC level at the end of the first repletion period. At the end of the phase 3, the
pigs could not be scanned, because of their heavy weight. Therefore, the body BMC content was
estimated according to (Létourneau-Montminy et al., 2017), based on the bone mineral density of
the heads. This recalculation could have bring a little error compared to the direct measure of
the total body BMC. The BMC at the beginning of the phase 3 was also recalculated to limited the
error on the BMC gain, but this method is certainly less precise than a direct measure of the whole
body BMC. However, Phyt did not surpass the other group. Moreover, the Ca level could still have
been limiting for the mineral deposition on bones. Indeed, the Control BMC gain still was lower
than predicted (-15%, Figure 6.1).

6.7 Conclusion

The objective of the present work was to study a no-phosphate strategy, leading to a sequence
of depletion-repletion in the digestible P and Ca intake. The results indicate that it is possible to
achieve the same level of bone mineralization and fairly comparable growth performance with a
no-phosphate strategy compared to a control. Results shawed that a depletion lead to decreased
BMC but also increase the P and Ca utilization efficiencies. The increased efficiencies participate
to recover BMC during the repletion period. However, the ADG was degradated by the phytase
use during the depletion, but at the end of the trial the slaughter weight were the same in all
groups. Further researches are needed to better understand this phenomenen and to precisely
define how to use phytase throughout depletion-repletion. The no-phosphate strategy has po-
tential to improving the sustainability of pig production given that allowed to not use phosphate
while maintaining the same level of bone mineralization and without decreasing the final growth
performances.

References

Adeola, O., & Cowieson, A.]. (2011). Board-invited review: Opportunities and challenges in using ex-
ogenous enzymes to improve nonruminant animal production. Journal of Animal Science,
89(10), 3189-3218. https://doi.org/10.2527/jas.2010-3715 (cit. on p. 105)

Aiyangar, A. K., Au, A. G., Crenshaw, T. D., & Ploeg, H. L. (2010). Recovery of bone strength in young
pigs from an induced short-term dietary calcium deficit followed by a calcium replete diet.
Medical Engineering and Physics, 32(10), 1116-1123. https://doi.org/10.1016/j.medengphy.
2010.08.001 (cit. on pp. 97, 105, 108)

Blaine, J., Chonchol, M., & Levi, M. (2015). Renal control of calcium, phosphate, and magnesium
homeostasis. Clinical Journal of the American Society of Nephrology, 10(7), 1257-1272. https:
//doi.org/10.2215/CJN.09750913 (cit. on p. 97)

109


https://doi.org/10.2527/jas.2010-3715
https://doi.org/10.1016/j.medengphy.2010.08.001
https://doi.org/10.1016/j.medengphy.2010.08.001
https://doi.org/10.2215/CJN.09750913
https://doi.org/10.2215/CJN.09750913

Cormier, C., Souberbielle, J., Kindermans, C., Menkes, C., & Sachs, C. (1993). Les marqueurs 0sseux.
Immuno-analyse & Biologie Spécialisée, 8(6), 348-354. https://doi.org/10.1016/50923-
2532(05)80125-5 (cit. on p. 108)

Couture, C., Chiasson, R., Pomar, C., & Letourneau, M.-P. (2018). Evolution de la teneur en protéine
corporelle et du contenu minéral osseux des porcs charcutiers nourris avec différents
niveaux de phosphore et calcium alimentaires. Journées Recherche Porcine, 50(1), 167-168
(cit. on p. 108).

Crenshaw, T. D. (2001). Calcium, Phosphorus, Vitamin D, and Vitamin K in Swine Nutrition. In A.J.
Lewis & L. L. Southern (Eds.), Swine Nutrition, Second Edition (CRC Press, pp. 187-212). New
York. (Cit. on pp. 97, 99).

Delmas, P. D., Eastell, R., Garnero, P., Seibel, M. J., & Stepan, J. (2000). The Use of Biochemical
Markers of Bone Turnover in Osteoporosis. Osteoporosis International, 11(3), S2-S17. https:
//doi.org/10.1007/s001980070002 (cit. on p. 108)

Eklou-Kaloniji, E., Zerath, E., Colin, C., Lacroix, C., Holy, X., Denis, I., & Pointillart, A. (1999). Calcium-
Regulating Hormones, Bone Mineral Content, Breaking Load and Trabecular Remodeling
Are Altered in Growing Pigs Fed Calcium-Deficient Diets. The Journal of Nutrition, 129(1),
188-193. https://doi.org/10.1093/jn/129.1.188 (cit. on p. 108)

Gonzalo, E. (2017). Consequences of a dietary phosphorus and calcium depletion and repletion strategy
in growing-finishing pigs (Doctoral dissertation). (Cit. on pp. 97, 107, 109).

Gonzalo, E., Létourneau-Montminy, M. P., Narcy, A., Bernier, . F., & Pomar, C. (2018). Consequences
of dietary calcium and phosphorus depletion and repletion feeding sequences on growth
performance and body composition of growing pigs. animal, 12(6), 1165-1173. https://
doi.org/10.1017/51751731117002567 (cit. on pp. 97, 105, 107-109)

Heaney, R. P., & Nordin, B. E. C. (2002). Calcium effects on phosphorus absorption: Implications for
the prevention and co-therapy of osteoporosis. Journal of the American College of Nutrition,
21, 239-244 (cit. on p. 105).

Holick, M. F. (2006). Resurrection of vitamin D deficiency and rickets. Journal of Clinical Investigation,
116(8), 2062-2072. https://doi.org/10.1172/)Cl29449 (cit. on p. 107)

Lagos, L. V., Walk, C. L., Murphy, M. R., & Stein, H. H. (2019). Effects of dietary digestible calcium on
growth performance and bone ash concentration in 50- to 85-kg growing pigs fed diets
with different concentrations of digestible phosphorus. Animal Feed Science and Technol-
ogy, 247, 262-272. https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2018.11.019 (cit. on p. 105)

Lautrou, M., Pomar, C., Dourmad, J.-Y., Narcy, A., Schmidely, P., & Létourneau-Montminy, M. (2020).
Phosphorus and calcium requirements for bone mineralisation of growing pigs predicted
by mechanistic modelling. Animal, 14(S2), s313-s322. https://doi.org/10.1017/5S1751731120001627
(cit. on pp. 98, 99, 107, 108)

Lautrou, M., Schmidely, P., Pomar, C., & Létourneau-Montminy, M.-P. (2022). Effects of phosphorus
and calcium depletion on performance and bone mineralization in growing pigs (cit. on
p. 108).

Létourneau-Montminy, M. P., Jondreville, C., Sauvant, D., & Narcy, A. (2012). Meta-analysis of phos-
phorus utilization by growing pigs: effect of dietary phosphorus, calcium and exogenous
phytase. Animal, 6(10), 1590-1600. https://doi.org/10.1017/51751731112000560 (cit. on
p. 105)

Létourneau-Montminy, M. P., Lovatto, P. A., & Pomar, C. (2014). Apparent total tract digestibility
of dietary calcium and phosphorus and their efficiency in bone mineral retention are af-
fected by body mineral status in growing pigs1. Journal of Animal Science, 92(9), 3914-3924,
https://doi.org/10.2527/jas.2013-7320 (cit. on pp. 97, 105, 107-109)

Létourneau-Montminy, M. P., Narcy, A., Magnin, M., Sauvant, D., Bernier, J. F., Pomar, C., & Jondre-
ville, C. (2010). Effect of reduced dietary calcium concentration and phytase supplementa-
tion on calcium and phosphorus utilization in weanling pigs with modified mineral status.
Journal of Animal Science, 88(5), 1706-1717. https://doi.org/10.2527/jas.2008-1615 (cit. on
pp. 97, 105)

Létourneau-Montminy, M.-P., Couture, C., Cloutier, L., Marcoux, M., & Pomar, C. (2017). Révision
de la méthode du bilan alimentaire simplifié en phosphore chez le porc en post-sevrage
dans le contexte canadien de production. Journées Recherche Porcine, (49), 261-262 (cit. on
pp. 99, 109).

110


https://doi.org/10.1016/S0923-2532(05)80125-5
https://doi.org/10.1016/S0923-2532(05)80125-5
https://doi.org/10.1007/s001980070002
https://doi.org/10.1007/s001980070002
https://doi.org/10.1093/jn/129.1.188
https://doi.org/10.1017/S1751731117002567
https://doi.org/10.1017/S1751731117002567
https://doi.org/10.1172/JCI29449
https://doi.org/10.1016/j.anifeedsci.2018.11.019
https://doi.org/10.1017/S1751731120001627
https://doi.org/10.1017/S1751731112000560
https://doi.org/10.2527/jas.2013-7320
https://doi.org/10.2527/jas.2008-1615

Merriman, L. A.,, Walk, C. L., Murphy, M. R., Parsons, C. M., & Stein, H. H. (2017). Inclusion of excess
dietary calcium in diets for 100- to 130-kg growing pigs reduces feed intake and daily gain
if dietary phosphorus is at or below the requirement. Journal of Animal Science, 95(12),
5439-5446. https://doi.org/10.2527/jas2017.1995 (cit. on p. 105)

NRC. (2012). Nutrient Requirements of Swine. 11th rev. Washington, DC, National Academies Press.
(Cit. on pp. 98, 105).

Oster, M., Just, F.,, Busing, K., Wolf, P, Polley, C., Vollmar, B., Murani, E., Ponsuksili, S., & Wimmers,
K. (2016). Toward improved phosphorus efficiency in monogastrics—interplay of serum,
minerals, bone, and immune system after divergent dietary phosphorus supply in swine.
American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, 310(10),
R917-R925. https://doi.org/10.1152/ajpregu.00215.2015 (cit. on p. 108)

Penido, M. G. M., & Alon, U. S. (2012). Phosphate homeostasis and its role in bone health. Pediatric
Nephrology, 27(11), 2039-2048. https://doi.org/10.1007/s00467-012-2175-z (cit. on
pp. 108, 109)

Pomar, C., & Rivest, J. (1996). The effect of body position and data analysis on the estimation of
body composition of pigs by dual energy xOray absorptiometry (DEXA)., In Proceedings of
the 46th Annual conference of the Canadian Society of Animal Science, Lethbridge, Alberta.
(Cit. on p. 99).

Ryan, W. F., Lynch, P. B., & O'Doherty, J. V. (2011). Compensatory effect of dietary phosphorus on
performance of growing pigs and development of bone mineral density assessed using
dual energy X-ray absorptiometry. Livestock Science, 138(1-3), 89-95. https://doi.org/10.
1016/j.livsci.2010.12.006 (cit. on p. 97)

Sauvant, D., Perez, J. M., & Tran, G. (2004). Tables INRA-AFZ de composition et de valeur nutritive des
matiéres premiéres destinées aux animaux d‘élevage: 2éme édition. (INRA Editi). Versailles.
(Cit. on p. 101).

Selle, P. H., Cowieson, A. J., & Ravindran, V. (2009). Consequences of calcium interactions with
phytate and phytase for poultry and pigs. Livestock Science, 124(1-3), 126-141. https://doi.
org/10.1016/j.livsci.2009.01.006 (cit. on p. 105)

Suttle, N. F. (2010). Mineral nutrition of livestock, 4th Edition (N. Suttle, Ed.). Wallingford, CABI. https:
//doi.org/10.1079/9781845934729.0000. (Cit. on pp. 97, 105, 109)

Varley, P. F., Sweeney, T., Ryan, M. T., & O'Doherty, J. V. (2011). The effect of phosphorus restriction
during the weaner-grower phase on compensatory growth, serum osteocalcin and bone
mineralization in gilts. Livestock Science, 135(2-3), 282-288. https://doi.org/10.1016/j.livsci.
2010.07.025 (cit. on p. 97)

Vier, C. M., Dritz, S. S., Wu, F., Tokach, M. D., DeRouchey, ). M., Goodband, R. D., Goncalves, M. A. D.,
Orlando, U. A. D., Chitakasempornkul, K., & Woodworth, J. C. (2019). Standardized total
tract digestible phosphorus requirement of 24- to 130-kg pigs. Journal of Animal Science,
97(10), 4023-4031. https://doi.org/10.1093/jas/skz256 (cit. on p. 105)

11


https://doi.org/10.2527/jas2017.1995
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00215.2015
https://doi.org/10.1007/s00467-012-2175-z
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2010.12.006
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2010.12.006
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2009.01.006
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2009.01.006
https://doi.org/10.1079/9781845934729.0000
https://doi.org/10.1079/9781845934729.0000
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2010.07.025
https://doi.org/10.1016/j.livsci.2010.07.025
https://doi.org/10.1093/jas/skz256




Chapitre 7

Discussion générale

7.1 Rappel des objectifs et de la démarche de la thése

Le premier objectif de cette thése était de développer un modeéle permettant la maximisation
de la minéralisation osseuse chez le porc en croissance, indépendamment du dép6t de protéines
corporelles, afin de prédire ses besoins en phosphore et en calcium. Ensuite, ces estimations des
besoins en phosphore et calcium ont été utilisées pour atteindre le deuxiéme objectif de la thése,
qui était de développer de nouvelles stratégies nutritionnelles pour améliorer l'efficience d'utili-
sation du phosphore afin d'en diminuer les rejets. Deux étapes préalables ont été nécessaires au
développement du modeéle et conduites au travers d'expérimentations. La premiéere a été la rééva-
luation des allométries de croissance des différents types de tissus et de la composition chimique
de ces derniers, particulierement en phosphore et en calcium a différents stades de croissance
du porc. La deuxieme étape a été I'établissement d'un potentiel de dépdt de calcium dans les os,
qui constitue la force motrice du modéle. Ce modele nouvellement développé a été utilisé pour
établir les besoins en phosphore et calcium dans un essai de déplétion-réplétion avec notamment
un traitement sans phosphate combiné a l'utilisation d'une phytase de derniére génération. Cette
application a permis de tester le modele : les données issues de cet essai ont servi a sa validation
externe.

La discussion ci-apres est organisée en deux parties, tout d'abord autour du développement
du modele, sa structure, son utilisation et comment il peut étre utilisé en élevage ou en recherche.
La deuxieme partie porte sur les conséquences des travaux de la thése sur la durabilité de la
production porcine.

7.2 Développement et utilisation du modéle de prédiction des
besoins en phosphore et calcium chez le porc en croissance

7.2.1 Développement et structure du modéle
Originalité du modéle

La structure du modele développé au cours de cette these a été fortement inspirée du modele
de Létourneau-Montminy et al. (2015), qui permet de prédire le devenir métabolique du phos-
phore et du calcium alimentaires chez le porc en croissance. Néanmoins, dans ce précédent mo-
déle, le dépbt de calcium et de phosphore dans les os estindexé au potentiel de dépét de protéines
corporelles, du fait d'un manque de données spécifiques sur la dynamique de dépot des minéraux
dans les os. De plus, en I'état, ce modéle ne prédit pas de besoin en phosphore et en calcium, il
en estime le devenir.
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La principale originalité du modéle développé au cours de la thése réside dans la structura-
tion du modéle sur la base d'une force motrice constituée par le dép6t de calcium et donc de
phosphore dans les os indépendants de la croissance protéique. Pour cela, le modéle représente
séparément les besoins phosphocalciques des os, ceux des muscles, et ceux du tissu adipeux. Le
calcium est principalement déposé dans l'os (environ 99%, Crenshaw, 2001 ; Suttle, 2010) et 30 a
40 % du phosphore est retrouvé dans les tissus mous, plus particulierement les muscles (Nielsen,
1973; Crenshaw, 2001; Suttle, 2010). De plus, la cinétique de dépdt protéique et de dépbt de
contenu minéral osseux n'est pas synchrone : il y a une disjonction entre les deux a partir d'envi-
ron 60 kg de poids vif (Couture et al., 2018). Pour obtenir I'estimation la plus précise possible des
besoins, il fallait donc représenter cette disjonction. C'est pourquoi nous avons développé une
équation de potentiel de dépot de calcium dans les os, qui est le minéral avec la concentration la
plus élevée dans 'os. Cette équation représente bien un potentiel de dépdét de calcium dans les os,
puisque les données utilisées pour I'élaborer ont été obtenues dans des essais avec des niveaux
d'apports en calcium tres élevés et des niveaux maximaux en phosphore. La séparation entre les
dépbts de minéraux dans les os et dans les tissus mous représente donc mieux d'un point de vue
mécaniste la physiologie de dép6t du calcium et du phosphore chez le porc en croissance. Cette
séparation permet aussi de viser une minéralisation osseuse élevée méme en cas de ralentisse-
ment de la croissance des tissus mous, ce qui peut étre retrouvé sur le terrain notamment dans
le cadre de cahiers des charges comme le Label Rouge, dans lequel les porcs ont une croissance
plus lente.

Robustesse des paramétres du modéle

Dans cette section, nous discutons de la robustesse des paramétres du modele, afin d'identi-
fier ceux qui pourraient permettre d'améliorer I'estimation des besoins en phosphore et calcium
des porcs en croissance. Le premier essai réalisé au cours de cette thése a permis d'actualiser et
donc de mieux quantifier les paramétres de dép6t de calcium et phosphore dans les tissus mous.
Cet essai a été réalisé sur des porcs a différents stades de leur croissance, permettant ainsi de
créer des courbes d'évolution de composition chimique des tissus en fonction du poids. Ces don-
nées ont été récoltées sur un petit échantillon d'animaux (10 par groupe de poids, femelles et
males castrés). Dans d'autres publications, le nombre de porcs utilisés était plus élevé, allant de
8 a 36 porcs par groupe de poids vif (Nielsen, 1973; Jgrgensen et al., 1985; Bikker, 1994; Quiniou
& Noblet, 1995; Ruiz-Ascacibar et al., 2019a). Dans certains essais, le nombre d’'animaux autour
du poids d'abattage classique de I'époque était beaucoup plus important, avec jusqu'a 208 porcs
pesant environ 90 kg de poids vif (Nielsen, 1973; Jargensen et al., 1985). Cependant, dans les pu-
blications de Nielsen (1973) et Jargensen et al. (1985), les animaux dont la composition est décrite
n'étaient pas issus des mémes essais, contrairement au ndtre, dans lequel les animaux étaient
issus de la méme ferme et alimentés de la méme facon. Les paramétres de dép6t de calcium et
de phosphore dans les tissus mous (gras et muscle) peuvent donc étre considérés comme moyen-
nement robustes, du fait du nombre limité de données disponibles. Des essais pourraient encore
étre réalisés afin d’avoir un nombre de données plus important. De plus, ces données ont été
récoltées sur des animaux de méme lignée génétique. D’'une part, il est connu que les allomé-
tries de croissance des animaux sont différentes selon la génétique (Sellier et al., 2010). D'autre
part, nous savons également que la composition chimique de la viande (matiére seche, protéine,
lipides, cendres) est modifiée selon la génétique étudiée (Zullo et al., 2003). Il est donc possible
que la composition chimique d'autres tissus puisse aussi étre modifiée. Avec une base de don-
nées plus importante, nous pourrions affiner les parameétres selon la génétique et le sexe des
animaux et ainsi déterminer des besoins encore plus ajustés a chaque type d'animal. Cependant,
la connaissance des cinétiques de dép6t de muscle et de minéraux dans les os est fondamentale-
ment plus importante et risque d'avoir un effet plus important sur la variabilité du besoin que la
concentration en phosphore et calcium dans les différents tissus.
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L'équation de dépdt de calcium dans les os, qui est la force motrice du nouveau modele, a été
développée grace a de nombreuses données de scan de porcs a différents poids et avec des ni-
veaux de calcium et de phosphore élevés dans 'aliment (Pomar et al., 2006 ; Langlois et al., 20164,
2016b). Une premiére validation du modele a été réalisée et présentée aux Journées de la recherche
porcine, en 2019 (Annexe A). Les résultats ont montré que I'erreur quadratique moyenne de pré-
diction de la composition corporelle en calcium et en phosphore était faible dans les groupes
témoins (nourris au besoin), avec des erreurs inférieures a 6% et une erreur de bruit (C'est a dire
non liée aux paramétres du modele) supérieure a 70%. Nous avons donc de bonnes raisons de
penser que cette équation est fiable et représente vraiment un potentiel de dép6t, du fait des
hauts niveaux de minéraux dans I'aliment et des conditions expérimentales favorables a la crois-
sance des animaux. Du fait de la rareté des données nécessaires pour élaborer cette équation, elle
n'a pas pu étre déclinée selon différents sexes ou différentes lignées génétiques, qui pourraient
potentiellement avoir un effet, puisqu'avec une méme alimentation, le contenu minéral osseux
ou la quantité d'os peut différer (Alexander et al., 2008; Cloutier et al., 2015). Cependant, le dépdbt
potentiel de calcium dans les os est I'élément qui influe le plus fortement sur la variabilité des be-
soins en phosphore et calcium (chapitre 4). Afin de proposer a terme des apports en phosphore
au plus pres des besoins des animauyx, il faudrait pouvoir déterminer I'effet du sexe et de la lignée
génétique sur le dépdt de minéraux dans les os.

Il n'existe pas autant de données disponibles sur les pertes en calcium, fécales ou urinaires
et donc sur la digestibilité, que pour celles en phosphore. En effet, les pertes en phosphore ayant
des conséquences importantes sur I'environnement, elles ont été largement quantifiées, tandis
que les travaux sur le calcium ont débuté plus récemment. Il existe beaucoup de données sur les
pertes urinaires obligatoires en phosphore et elles semblent peu variables (Bikker & Blok, 2017),
nous pouvons donc raisonnablement penser que ce parametre est un parametre robuste. En re-
vanche, les pertes urinaires obligatoires en calcium ont été peu étudiées et trés rarement avec un
aliment dépourvu ou pauvre en calcium (Bikker & Blok, 2017). Ce point constitue une voie d'amélio-
ration du modéle, en vue d'affiner la prédiction des besoins en calcium mais aussi en phosphore,
puisqu'ils sont déposés conjointement dans les os. Néanmoins, la quantité de perte obligatoire en
calcium rejetée par voie urinaire est trés faible (autour de 2 mg/kg de poids vif, Bikker & Blok, 2017)
et n'a certainement que peu d'influence sur I'estimation des besoins en calcium et en phoshore
des porcs en croissance.

Le modele prédit d'abord des besoins en phosphore et calcium digestible apparent. Ces be-
soins peuvent ensuite étre convertis en besoins standardisés ou totaux. Pour le phosphore, la
conversion de besoins apparents en besoins standardisés se fait en considérant 190 mg de pertes
endogénes basales/kg de matiére séche ingérée (MSI) (NRC, 2012). Pour le calcium, les pertes en-
dogenes basales sont beaucoup plus variables, allant de 123 a 670 mg/kg de MSI (Gonzalez-Vega
et al., 2015b). De plus, les pertes endogéenes basales en calcium sont influencées par la compo-
sition de l'aliment, notamment par le niveau de fibre, qui semble favoriser la digestibilité du cal-
cium (Gonzalez-Vega et al., 2015a; Merriman, 2016; Zhang & Adeola, 2017). Nous avions choisi
une valeur de pertes endogenes basales en calcium de 300 mg/kg de MSI, suite a un échange avec
I'équipe du Dr Stein, afin de faciliter la conversion de besoin en calcium apparent a standardisé
mais le choix de cette valeur devra probablement étre affiné. Finalement la digestibilité du cal-
cium est encore peu comprise, notamment du fait des nombreux facteurs de modulation tel que
le niveau de calcium et phosphore, les formes de phosphore (phytique ou non) ou encore la com-
position de I'aliment. Afin d'affiner 'estimation des apports nécessaires a I'animal, la modélisation
de l'absorption du calcium chez le porc en croissance doit étre revue, puisqu'elle se base plutot
sur des données peu robustes aujourd’hui.

Le ratio Ca:P dans les os n'a pas pu étre vérifié lors de notre essai de dissection, du fait de
la difficulté technique d'incinérer les os en toute sécurité. Néanmoins, cette donnée est réputée
peu variable (Crenshaw, 2001) et la variation de ce paramétre entre les valeurs les plus extrémes
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retrouvées dans la littérature n'a aucun effet sur la variabilité du besoin en calcium et trés peu
d'effet sur la variabilité des besoins en phosphore (2% maximium), comme I'a démontré I'analyse
de sensibité du modele dans le chapitre 4.

Limites du modéle

Le modéle ne tient pas compte aujourd’hui de l'effet du niveau de phosphore apporté aux
animaux sur leurs performances de croissance. |l est en effet rapporté que des apports faibles ou
trés élevés en phosphore pouvaient diminuer la vitesse de croissance des animaux (Suttle, 2010;
Vier et al., 2019b) mais cet effet n'est pas rapporté dans tous les essais, malgré des niveaux par-
fois tres faibles ou trés élevés de phosphore (Pomar et al., 2006). Le modele permet aujourd’hui
de prédire les besoins en phosphore en visant une maximisation de la minéralisation osseuse,
il n'est donc pas question de carence pouvant modifier les performances de croissance avec ce
type d'approche. Le besoin en phosphore calculé par le NRC (2012) est basé sur la maximisation
des performances de croissance, et préconise un apport en phosphore équivalent a 85% de la ré-
tention maximale en phosphore. Ceci implique qu'un apport visant une minéralisation osseuse a
100% pourrait compromettre les performances de croissance. Vier et al. (2019b) ont testé l'apport
de différents niveaux de phosphore sur les performances des porcs en croissance et ont mon-
tré que les performances étaient dégradées a partir de 122% des besoins du NRC. Nous avons
donc comparé les besoins en phosphore estimés par notre modeéle pour 100% de minéralisation
osseuse avec le NRC et le modeéle ne prédit jamais plus de 120% des besoins du NRC chez des
animaux de 20 a 120 kg de poids vif. Nous pouvons donc raisonnablement supposer que dans le
modele développé au cours de la these, il n'y a pas d'intérét a intégrer l'effet du phosphore sur
les performances de croissance des animaux. Cette supposition sera néanmoins a revoir si le mo-
déle est un jour utilisé lors de stratégies de déplétion-réplétion, par exemple, avec une période
de carence en phosphore, qui pourrait alors avoir un effet sur les performances de croissance
des porcs. En effet, une forte carence en phosphore est connue pour diminuer l'ingestion (Suttle,
2010). L'animal ingere donc des quantités de protéine et d'énergie plus faibles, ce qui a une consé-
quence directe sur sa vitesse de croissance.

Le modeéle développé au cours de la thése prédit le besoin en phosphore et calcium tout au
long de la vie productive des porcs. Ce modéle nutritionnel représente le systéme opérant de
I'animal, c'est a dire les compartiments (os, tissu protéique, et tissu lipidique) et les voies métabo-
liques associées (Sauvant, 1992). Or, le métabolisme phosphocalcique est fortement régulé grace
a des hormones telles que la parathormone, la calcitonine, le calcitriol et la FGF-23. En effet, ces
régulations visent a avoir un niveau constant de phosphore et surtout de calcium dans le sang de
I'animal. Lorsque la concentration sanguine en calcium est trop faible ou trop forte ou lorsque la
concentration en phosphore est trop élevée, les hormones citées vont alors stimuler ou réduire
I'absorption intestinale, la réabsorption rénale et la résorption ou accrétion osseuse (Figure 7.1).
Ces régulations ont des effets a long terme sur l'absorption et I'utilisation du phosphore et du
calcium. L'absence de systeme régulateur n'est pas déterminante pour l'estimation des besoins
des animaux, lorsqu'ils sont toujours alimentés au besoin. En revanche, sans représentation des
effets de régulations a long terme, le modéle n'est pas utilisable dans le cadre de stratégies de
déplétion-réplétion, prometteuse pour la diminution des excrétions en phosphore (Voir section
7.3). L'ajout d'un systeme régulateur permettrait donc de compléter le modeéle. La modélisation
mécaniste d'un tel systéme est encore un peu difficile dans le cas du métabolisme phosphocal-
cique, notamment du fait du manque de données et de compréhension sur la digestibilité du cal-
cium, particulierement en cas de carence ou d'excés. Plusieurs essais portant sur l'utilisation du
phosphore et du calcium chez les porcs en croissance, en cas de déplétion-réplétion ou de dés-
équilibres phosphocalciques, ont été réalisés dans notre équipe (Langlois et al., 2016b; Gonzalo,
2017; Gonzalo et al., 2018). Les données de ces essais ont été rassemblées dans une base de don-
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nées, avec notamment des mesures de concentration de calcidiol, calcitriol et PTH dans le sang.
Les effets de ces régulations pourraient certainement étre modélisées a partir d'une telle base de
données dans de futurs travaux.
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Figure 7.1 - Régulations hormonales du métabolisme phosphocalcique

Une premiére validation du modéle a été réalisée et présentée aux Journées de la recherche
porcine (Annexe A) mais avec les données d'essais dans lesquels les besoins et donc les apports
en phosphore et calcium n'avaient pas été estimés selon le modéle, que nous avons développé
au cours de cette thése (Lautrou et al., 2020). Lors de l'essai testant les stratégies de déplétion-
réplétion, les besoins des animaux avaient été estimés selon le modéle présenté dans cette thése.
La cinétique de dépdt de minéraux dans les os dans le groupe Contréle, dont les apports étaient
censés permettre un dépdt maximal, n‘est pas du tout linéaire et ne ressemble donc pas au poten-
tiel de dépdt (Figure 7.2). Pendant la phase 1, le potentiel de dép6t de minéraux dans les os a été
atteint par les animaux du groupe Contrdle mais en phase 2, le dépdt est plus faible qu’en phase 1
; eten phase 3, il estlégérement supérieur mais loin d'atteindre la courbe de potentiel. Cependant,
nous supposons que cette différence importante entre le potentiel de dépét et le dépbt réalisé
vient majoritairement d'une digestibilité surestimée du calcium (section 7.3).

7.2.2 Utilisation du modéle en recherche et application en élevage

Le modeéle précédemment décrit est un modéle générique : il peut étre utilisé pour prédire les
besoins d'un animal moyen mais il n'intégre pas, par exemple, un effet sexe ou lignée génétique.
L'analyse de sensibilité présentée dans le chapitre 4, quantifie les parametres les plus influents
sur la variabilité des besoins en phosphore et calcium, selon le poids de I'animal (30, 60 ou 120
kg de poids vif). Les parametres étudiés étaient le ratio Ca:P de dépdt dans les os, le potentiel
de dépdbt de calcium dans les os, et le dépdt de lipides et de protéines. Le dépdt potentiel de
calcium dans les os est responsable de plus de 99% de la variabilité du besoin en calcium et de
84 a 98% du besoin en phosphore selon le poids vif de I'animal. Le dépdt protéique constitue le
second parametre d'influence, représentant un peu plus de 15% de la variabilité du besoin en
phosphore a 30 kg, 6% a 60 kg, et moins de 1% a 120 kg. Les différences de dépdt corporel de
protéines et de lipides selon le sexe ou la lignée génétique sont plutdt bien connus. Le dépot
protéique est en effet plus élevé chez les males entiers que chez les males castrés et les femelles;
a l'inverse le dép6t de lipides est plus faible chez les males entiers que chez les femelles, chez qui
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Figure 7.2 - Gain moyen de contenu minéral osseux moyen réalisé par phase dans chaque groupe
et potentiel de gain de contenu minéral osseux journalier selon Lautrou et al. (2020)

il est plus faible que chez les males castrés (Schinckel et al., 2008; Ruiz-Ascacibar et al., 2019b).
Les différentes lignées génétiques entrainent aussi des différences dans le gain de protéines et
de lipides corporels. Les lignées synthétiques sont par exemple moins grasses que les Piétrain,
eux-méme moins gras que les Large White (Quiniou & Noblet, 1995). Il y a donc suffisamment
de données et de connaissances pour calibrer le modéle et I'adapter a des génétiques ou sexes
différents concernant le dép6t de protéines et de lipides corporels. En revanche, les différences de
cinétique de dépdét de minéraux dans les os sont moins bien connues, puisque moins étudiées. Il
y a tout de méme des différences entre lignées connues pour avoir une ossature plus lourde que
d'autres, comme les Duroc par exemple (Alexander et al., 2008). Des études laissent a penser qu'il
existe des différences de contenu minéral osseux selon les lignées. Cloutier et al. (2015) ont en effet
comparé la croissance d’animaux d'une lignée terminale et d'une lignée maternelle et il s'est avéré
que lalignée terminale avait un contenu minéral osseux inférieur a celui de la lignée maternelle. De
plus, le gain de contenu minéral osseux journalier au cours des phases d'études semble plus faible
dans la lignée terminale que dans la lignée maternelle (non analysé dans l'article), la différence de
contenu minéral osseux pourrait donc augmenter avec le poids vif des animaux. Dans l'essai de
Alexander et al. (2008), bien que les lignées Duroc soient connues pour avoir une ossature plus
lourde, la force a la rupture et la quantité de cendres osseuses étaient plus faibles que celles
de la lignée synthétique. Cependant, dans d'autres études, la différence de croissance osseuse
entre sexes ou lignées n'a pas été remarquée (Quiniou & Noblet, 1995; Wiseman et al., 2009; Ruiz-
Ascacibar et al., 2019b). Finalement, la généricité du modele permet d'envisager une utilisation
pratique en élevage. De plus, le choix d'un modéle mécaniste permet d'ajuster certains parametres
précédemment cités afin de personnaliser le modéle selon le sexe et la génétique de I'animal.
Néanmoins, le manque de données rend aujourd'hui difficile de spécifier une équation de dépot
potentiel de calcium dans les os pour chaque sexe ou pour differentes lignées génétiques.

Ce modele proposant la prédiction de besoins journaliers en phosphore et calcium pourrait
étre utilisé dans le cadre de l'alimentation de précision pour viser une maximisation de la mi-
néralisation osseuse. Cependant, en pratique, les systemes d'alimentation de précision ne sont
pas évidents a mettre en place pour le phosphore, parce que les apports en phosphore doivent
intégrer de nombreux critéres de réponse : les performances de croissance ne doivent pas étre
dégradées, les rejets doivent étre limités mais il faut aussi maintenir un bon niveau de minéralisa-
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tion osseuse pour ne pas avoir de fractures pendant le transport/I'abattage, qui peuvent entrainer
des pétéchies et des déclassements de carcasse. La mise en place de stratégies permettant une
utilisation améliorée du phosphore couplées a notre modéle pourrait répondre a ces objectifs.
Mais en pratique, les systemes de décision sont plus difficiles a imaginer pour le phosphore que
pour d'autres nutriments comme la protéine du fait du phénomeéne de stockage et déstockage
des minéraux dans les os. En effet, si 'animal s'adapte a un aliment déficitaire en phosphore,
entrainant une déminéralisation osseuse, ce ne sera pas visible ou quantifiable avec les outils tra-
ditionnellement disponibles en élevage. Il est impossible aujourd’hui de suivre la minéralisation
osseuse en élevage. Nous conseillons aujourd’hui un ratio Ca total:P digestible non fixe au cours
de la croissance des porcs dans l'aliment pour satisfaire les besoins des animaux. L'alimentation
de précision, aujourd’hui, consiste en pratique en un mélange d'aliments sur la ferme par des
alimenteurs de précision, avec par exemple un aliment riche en un nutriment et 'autre avec une
concentration faible, dont le mélange permettra d'atteindre le niveau désiré pour chaque porceta
chaque jour. Rien que pour satisfaire les besoins en phosphore, en calcium et leur ratio il faudrait
idéalement quatre silos : un avec niveau élevé en phosphore, un avec niveau faible en phosphore,
et la méme chose pour le calcium. Or, la formulation de régimes alimentaires doit aussi intégrer
les acides aminés et I'énergie par exemple. Il faudrait donc aboutir a des compromis sur les ali-
ments en fonction du nombre de silos envisageables dans chaque élevage, ce qui nous éloigne
de l'alimentation dite de précision... Néanmoins, dans certains systémes d'élevage, uniquement
engraisseurs et avec des animaux au méme stade (comme au Québec), deux aliments pour le
calcium et le phosphore pourraient suffire en imaginant un rechargement des silos réguliers (a
la semaine/aux deux semaines) avec de nouveaux aliments. Il y aurait alors un compromis sur le
ratio Ca total:P digestible mais sur de courtes périodes de temps.

7.3 Stratégies alimentaires d’amélioration de I'efficience d’uti-
lisation du phosphore

7.3.1 Mise en place de séquences de déplétion-réplétion et stratégie sans
phosphate

Il a déja été montré que des séquences de déplétion et réplétion dans les apports en phos-
phore et calcium étaient prometteuses pour diminuer les intrants et les rejets en phosphore pour
I'élevage, tout en maintenant un niveau de minéralisation osseuse satisfaisant en fin de crois-
sance, sans avoir d'effet sur les performances de croissance. Dans l'essai présenté au chapitre 5,
les porcs ont subi une déplétion dans les apports en phosphore et en calcium en deuxiéme phase
de croissance, et une réplétion dans la derniére phase. A la fin de la phase de déplétion, le contenu
minéral osseux était le méme dans tous les groupes (déplétés ou non), ce qui n'est pas en accord
avec les essais de Létourneau-Montminy et al. (2014) ou Gonzalo et al. (2018), lors desquels une
déplétion dans les apports en phosphore et calcium avait entrainé un contenu minéral osseux
plus faible. La durée de phase de déplétion dans notre essai était pourtant équivalente a celles
testées dans Létourneau-Montminy et al. (2014) et Gonzalo et al. (2018) (28 versus 27 jours dans
notre essai) mais l'intensité de la déplétion était plus forte dans notre essai que dans Gonzalo
et al. (2018) et équivalente de celle induite par Létourneau-Montminy et al. (2014). La différence
majeure avec les essais précédemment cités est constituée par le fait que les porcs n‘ont pas été
en carence lors des 28 jours de phase de dépletion. En fin de phase supposée de déplétion, les
animaux déplétés présentent un statut sanguin indiquant plutét qu'ils sont en réplétion, comme
s'ils avaient subi une carence moins longue que prévue. Le suivi du statut sanguin par phase ne
permet néanmoins pas d'estimer la durée de la carence. Plusieurs raisons peuvent expliquer ces
observations. D'abord, les valeurs de calcium et de phosphore dans l'aliment sont basées sur les
prédictions de besoins du modéle. Le modéle offre des prédictions journaliéres pour maximiser la
minéralisation osseuse. L'alimentation dans les essais réalisés au cours de la these fonctionnant
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par phase, il a fallu transformer des estimations de besoins journaliers en apports an calcium et
phosphore digestible pour chaque phase. Pour valider I'hypothése d'une maximisation de la mi-
néralisation osseuse permise par des recommandations de besoin issues de notre modele, nous
avons fait le choix de prendre les valeurs maximales de besoins en phosphore digestible et en
calcium par phase, et d'en faire la valeur de I'aliment pour la phase (Figure 7.3a). De plus, les ani-
maux sont arrivés a I'élevage avec un poids plus élevé que prévu et leur croissance a aussi été plus
rapide que prévue en phase 1. L'excés de phosphore digestible provoqué par le choix de la valeur
maximale par phase, a été amplifié par ce décalage de poids (Figure 7.3b). La déplétion en phos-
phore a été fixée a 40% en dessous du besoin mais encore une fois, avec l'alimentation par phase,
les apports en phosphore digestible (g/kg) sont au-dessus de 60% des besoins (Figure 7.3c) et ceci
a encore été accentué par le décalage de poids (Figure 7.3d). Finalement, avec l'alimentation par
phase et ce décalage de poids imprévu, les animaux en phase de déplétion étaient nourris avec
un apport en phosphore digestible supérieur a 60% du besoin. En moyenne, sur la phase de dé-
plétion les apports étaient a 66% du besoin pour une minéralisation osseuse maximale. Ensuite,
lingestion des porcs a été plus élevée que prévue, tout au long de la croissance des animaux.
L'ingestion de phosphore digestible en moyenne sur la phase de déplétion (en g/j) était donc de
82% du besoin pour la maximisation de la minéralisation osseuse. Au lieu d'avoir une déplétion
de 40% nous avons eu une déplétion d'environ 18% sur l'ingestion de phosphore digestible. Par
ailleurs, I'alimentation par phase en essai rend difficile la quantification des régulations, puisque
la déplétion induite ne correspond pas tous les jours a celle souhaitée.

La prédiction des besoins en calcium total avec le modeéle repose sur des hypothéses fortes.
Aprés discussion avec I'équipe du Dr. Stein, nous avons appliqué une digestibilité standardisée du
calcium de 70%, ce qui est trés élevé par rapport a celle de 58% prise par Bikker et Blok (2017), par
exemple. Si la digestibilité choisie est trop élevée, I'apport en calcium absorbable est limité et le
calcium se retrouve donc limitant pour le dépdt de minéraux dans les os. Cette hypothése semble
étre corroborée par les mesures de cages métaboliques réalisées en phase de déplétion. En ef-
fet, lors de cette phase, les pertes urinaires en calcium étaient indétectables a I'analyse, alors que
celles en phosphore étaient de 0,8 g par jour dans le groupe Contréle, 0,9 g dans le groupe déplété
avec un ratio Ca total:P digestible normal (2,7), et 0,4 g dans le groupe déplété avec un ratio élevé
(3,1). Or, les pertes urinaires obligatoires en phosphore sont censées étre inférieures a celles en
calcium (Bikker & Blok, 2017). Il apparait donc qu'en phase 2, lors de laquelle le dép6t de contenu
minéral osseux (CMO) était le plus faible pour le groupe contrdle, le calcium était limitant. L'apport
en calcium semble donc avoir été limitant dans tous les groupes, ce qui a fait diminuer le dépét
de minéraux dans les os notamment dans le groupe contrdle (Figure 7.2). La courte déplétion en
phosphore et certainement en calcium dans les groupes déplétés, a pu entrainer quand méme
des régulations, et donc une augmentation de l'efficacité d'utilisation du phosphore et du calcium
suffisante pour atteindre le niveau réduit de minéralisation osseuse du groupe contrdle. En phase
de réplétion, le gain de CMO tendait a étre plus élevé dans le groupe déplété avec un ratio Ca to-
tal:P digestible normal, que dans le groupe Contr0le et le groupe déplété avec un ratio élevé. La
carence en calcium absorbable semble donc avoir quand méme été suffisante pour provoquer des
régulations et une meilleure efficacité d'utilisation du phosphore et du calcium qui s'est prolongée
dans le temps. La différence de CMO en fin de phase de déplétion entre les groupes contrdle et
déplétés n'était pas significative mais les animaux déplétés ont dépassé numériquement le CMO
des animaux du groupe contrdle, certainement du fait de I'effet des régulations induites par la
carence.

Finalement, le choix d'une déplétion d'environ 40% du besoin est pertinent puisqu'il a donné
lieu a une déplétion observée. Cette déplétion n'était pas trop intense et la compensation du retard
de minéralisation osseuse a été trés rapide. Par contre, nous ne connaissons pas la durée de
la déplétion. L'idéal serait de tester ce type de stratégie dans des conditions d'alimentation de
précision avec une adaptation journaliere des apports a l'individu, ainsi la déplétion (durée et
intensité) pourrait étre gérée avec plus de fiabilité.
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Figure 7.3 - Besoins et apports en phosphore digestible prévus et réalisés dans 'essai de déplétion-

réplétion (Chapitre 5)
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L'utilisation de phytases est aussi un levier bien connu pour augmenter l'efficience de I'utili-
sation du phosphore des matiéres premiéeres d'origine végétale et permet donc de diminuer I'ap-
port en phosphate minéral. Il existe différentes générations de phytases, qui sont de plus en plus
efficaces pour la libération de phosphore et de calcium. Néanmoins, elles ne sont pas toujours
utilisées de fagon adéquate, notamment concernant la libération de calcium. Les phytases libé-
reraient, d'apres les fabricants, du calcium et du phosphore selon un ratio d'environ 1:1. Or, la
dégradation toujours plus efficace des IPg et IP5 avec les phytases de dernieres générations, pour-
rait avoir augmenté la quantité de calcium soluble et donc entrainé une augmentation du ratio de
Ca libéré:P libéré a environ 2 (Adeola & Cowieson, 2011). En cas de superdosage de la phytase, le
ratio Ca libéré:P libéré serait rééquilibré et se rapprocherait de 1.

Nous avons testé au cours de notre dernier essai, 'utilisation d'une phytase de derniere gé-
nération dans le cadre d'une stratégie de déplétion-réplétion. Pour cela nous avons testé une
stratégie sans phosphate minéral, mais avec apport de cette phytase afin de valoriser au mieux le
phosphore des matieres premiéres d'origine végétale. Si cette stratégie n'a pas permis d'atteindre
les besoins en phosphore digestible des porcs en phase 1 de 'essai (de 30 a 70 kg environ), en re-
vanche le besoin en phosphore digestible était couvert a 100 % dans les phases 2 et 3 (de 70 a 130
kg environ). L'apport en phase 1 était donc a 60% du besoin. En parallele, un aliment bas en phos-
phore (60% du besoin), sans utilisation de phytase, était distribué a un troisiéme groupe a toutes
les phases. La déplétion, lors de la phase 1 a bien fonctionné, puisque le niveau de CMO a la fin
de cette phase était le méme dans les groupes Phyt et Bas, et était inférieur a celui dans le groupe
Contrdle. Par contre, les performances de croissance dans le groupe recevant de la phytase ont
été légérement diminuées. Les résultats des cages métaboliques indiquent qu'il y a pu y avoir un
exces en calcium soluble, car les rejets en calcium par voie urinaire ont été plus élevées dans le
groupe Phyt que les autres. En effet, les analyses d'aliment indiquent que la teneur en calcium
analysée était supérieure a celle désirée de 1,8 g/kg d'aliment. Nous avions bien retiré a l'aliment
Phyt, lors de la formulation, tout le calcium supposé étre rendu disponible par la phytase mais
I'excés de calcium dans I'aliment combiné a l'effet de la phytase a entrainé un excés en calcium
soluble. De plus, le ratio Ca:P de la matrice de la phytase que nous avons utilisée est supposé a
0,86:1 : selon Adeola et Cowieson (2011), la phytase aurait pu libérer plus de calcium que prévu,
aggravant I'exces de calcium et donc la carence en phosphore. Lors de la premiére phase de ré-
plétion, le gain de contenu minéral osseux est trés supérieur dans le groupe Phyt par rapport aux
autres groupes. La fagon d’estimer le niveau d'apport nécessaire en calcium dans l'essai, comme
présenté précédemment a engendré une carence en ce minéral et donc a limité le dépbt de miné-
raux dans les os chez les animaux du groupe contrdle. L'utilisation de la phytase, qui a peut-étre
libéré plus de calcium que prévu, combinée aux effets des régulations mises en place lors de la
phase 1, avec une meilleure absorption et réabsorption des minéraux, a permis un augmentation
du gain de CMO de 47% par rapport au groupe Contréle. En phase 3, les effets des régulations
semblent estompés puisqu'il n'y avait pas de différence de gain de CMO entre le groupe ayant
recu la phytase et le groupe Contréle.

Un apport élevé en calcium peut aggraver une carence en phosphore , notamment du fait de
formation de complexes Ca-P indigestibles (Létourneau-Montminy et al., 2012; Narcy et al., 2012;
Létourneau-Montminy & Narcy, 2013; Lagos et al., 2019). Ainsi, si le modéle construit au cours
de la thése est utilisé pour définir des stratégies de déplétion-réplétion, il faudra considérer trois
points :

1. La carence en calcium ne doit pas étre plus forte que celle en phosphore pour optimiser
I'utilisation ultérieure du phosphore (Gonzalo, 2017).

2. La carence en phosphore ne doit pas étre trop forte pour ne pas pénaliser les perfor-
mances de croissance.

3. Leratio Ca:P digestible apporté ne doit pas étre trop élevé, pour ne pas aggraver la carence
en phosphore.

122



Table 7.1 - Excrétions de phosphore par phase selon le traitement alimentaire, estimées
par les données de scan

Phase 1 Phase 2

C Phyt Bas C-C Phyt Bas C-N C-H
cmy, gl 251 244 255 351 366 353 365 364
P total, g/kg 7.1 3,6 5,5 5,1 3,3 3,7 4,0 4,0
P fixé, g/j 5,7 4,7 4,7 4,7 6,5 4,8 4,5 4,3
Phase, j 39 39 39 27 27 27 27 27
Rejets, g/phase 472 159 362 354 146 225 270 273
Rejets, g/j 12,1 4.1 9,3 13,1 54 8,3 10,0 10,1

1 CMJ: consommation moyenne journaliére

La différence de pourcentage entre la carence en phosphore et celle du calcium doit donc étre
assez faible, comme testée dans le chapitre 5 (plus ou moins 5%).

7.3.2 Conséquences des travaux réalisés sur la durabilité de I'élevage por-
cin

Les rejets en phosphore peuvent étre estimés avec les données de scan des animaux. En effet,
nous connaissons la composition en phosphore des aliments, la consommation des animaux, et
avec les scans nous pouvons quantifier la rétention en phosphore. Les rejets en phosphore calcu-
|és selon les données de scan sont présentés dans le tableau 7.1. Du fait du poids des animaux,
nous n'avons pas pu réaliser le dernier scan, en fin de phase 3, c'est pourquoi seuls les rejets des
phases 1 et 2 sont présentés avec les données de scan. Globalement, les rejets en phosphore
sont assez élevés. En effet, lorsque les rejets du groupe contrdle sont comparés a d'autres es-
sais (Andretta et al., 2014; Andretta et al., 2016), ils sont jusqu'a 57% plus élevés. Plusieurs raisons
peuvent expliquer cela:

1. Comme signalé dans la partie précédente, la fagon d'estimer les apports de phosphore
dans chaque phase a créé un exces important en phosphore relativement aux besoins. Le
poids plus important des porcs a l'arrivée dans I'élevage et la croissance plus rapide que
prévue ont encore augmenté I'excés de phosphore dans l'aliment.

2. Lingestion des porcs a été plus élevée que prévue tout au long de la croissance des ani-
maux, sans pour autant déposer plus de minéraux qu'attendu dans les os (du fait de la
quantité limitante de calcium). Les animaux ont donc clairement ingéré plus de phosphore
que prévu et n‘'ont pas réussi a l'utiliser, il s'est donc retrouvé dans les rejets.

3. Le calcium a été limitant en phase 2, limitant le dép6t de ce minéral dans les os et donc
aussi le dép6t de phosphore. Le méme phénomeéne a pu se produire en phase 3, c'est
pourquoi, le gain de CMO était plus faible qu’envisagé. Nous avions prévu un dép6t moyen
quotidien de phosphore dans l'os de 3,6 g en phase 1, 4,4 g en phase 2 et 5,1 g en phase 3.
Le gain quotidien de phosphore dans l'os réalisé a été de 3,7 g en phase 1, 3,3 g en phase
2 et 3,8 g en phase 3. Le phosphore distribué en excés par rapport au dépdt dans l'os a
donc été excrété dans les urines.

L'application de séquences de déplétion-réplétion a permis une diminution des rejets en phos-
phore d'environ 23% par rapport au groupe contrdle lors de la phase de déplétion. En phase de
réplétion, le groupe qui a subi une déplétion avec un ratio Ca total:P digestible normal a eu gain de
CMO numériquement trés supérieur a celui du groupe Contrdle (+6,8 g/j). Le gain moyen quotidien
(GMQ) dans ce groupe était aussi numériquement plus élevé, il est donc possible que les rejets
en phosphore aient été plus faibles que dans le groupe Contréle. En revanche, la consommation
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moyenne journaliére, et donc l'ingestion en phosphore dans ce groupe, étaient numériquement
plus élevées, ce qui risque de diminuer I'écart de pertes en phosphore entre le groupe déplété
avec un ratio normal et le groupe Contrdle. La diminution d’excrétion la plus impressionnante a
été obtenue avec le groupe ayant recu de la phytase. En effet les rejets totaux en phosphore en
fin de phase 2 sont diminués de 63% par rapport au groupe controle.

Par ailleurs, le phosphate est un élément colteux dans l'alimentation porcine. Dans certains
élevages, afin de se conformer aux normes phosphore, il a été également nécessaire de mettre
en place des stations de traitement des effluents, et parfois, il est indispensable d'épandre sur
des terres éloignées. L'excés de phosphore apporté dans I'alimentation par rapport aux besoins
a donc des conséquences négatives sur la performance économique des exploitations. Dans le
contexte de l'essai, la stratégie sans phosphate était économiquement intéressante. En effet, le
colt de l'aliment était moins élevé que l'aliment contrdle (-4$ par animal) et la forte diminution
des excrétions en phosphore, nécessite moins de surface pour I'épandage. Cette stratégie pourrait
donc permettre de ne pas avoir a traiter le lisier avant de l'utiliser ou a I'exporter, faisant disparaitre
une partie des codts liés a la gestion des effluents. De plus, le phosphate est une ressource dont
le prix tend & augmenter et peut surtout &tre trés volatile. A l'inverse, le prix de la phytase diminue
depuis sa mise en marché, et est aussi moins volatile (Cowieson et al., 2014). L'utilisation d'une
stratégie sans phosphate pourrait participer a sécuriser a la fois le prix de l'aliment porc et les
rejets en phosphore.
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Conclusion et perspectives

Ce travail de thése a permis le développement d'un modeéle d'estimation des besoins phos-
phocalciques basé sur une approche nouvelle. Il est le premier modéle dans lequel le besoin en
minéraux pour le dépot osseux est indépendant du dépbt de tissus mous. Ceci a nécessité la dé-
termination de la composition anatomique et chimique des porcs en croissance, a 3 poids vifs
différents (24, 65 et 117 kg). Cet essai a confirmé le changement anatomique des porcs actuels
par rapport aux précédentes générations ; les porcs sont plus maigres et par ailleurs, les femelles
sont moins grasses que les males castrés. La composition chimique (matiére séche, protéines, li-
pides, cendres, calcium et phosphore) des tissus mous a également changé et évolue avec le poids
vif. A notre connaissance, la comparaison de la composition chimique des tissus a différents poids
vifs n'avait encore jamais été présentée. Ces données ont été utilisées dans le développement du
modele de prédiction des besoins en phosphore et calcium des porcs en croissance, plus particu-
lierement pour estimer le besoin phosphocalcique pour le dép6t dans les tissus mous.

Les besoins estimés par le modéle sont différents de ceux proposés par les modéles de I'INRAe
(2005) ou du NRC (2012): les besoins en phosphore et calcium (en g/kg d'aliment) se maintiennent
voire augmentent a partir d'environ 80 kg de poids vif. De plus, le modele propose un ratio Ca:P
dans l'aliment qui évolue avec le poids vif de I'animal, ce qui semble plus en adéquation avec la
dynamique des besoins, du fait d'une séparation entre les dépdts de protéines et de contenu
minéral osseux durant la croissance. Ce nouveau modele permet aujourd’hui d'estimer de facon
précise les besoins en calcium et phosphore digestible durant la croissance a I'échelle du troupeau.
Dans l'idée d'utiliser ce modele pour estimer les besoins de chaque porc, des travaux pourraient
étre menés pour mesurer l'effet du sexe et de la génétique sur l'utilisation du phosphore et du
calcium. Pour chacun de ces effets, de nouvelles courbes de dépdt potentiel de minéraux dans les
os pourraient étre produites et implémentées dans le modele.

Une étape de validation du modéle a ensuite été réalisée en conditions expérimentales. Les
niveaux d'apport de phosphore et calcium des aliments témoins ont été estimés par phase selon
le modele présenté dans cette thése avec l'objectif de maximiser la minéralisation osseuse. Des
stratégies d'optimisation de l'utilisation de phosphore, que sont la déplétion-réplétion et I'ajout
de phytase pour remplacer completement les phosphates, ont également été testées. Les straté-
gies de déplétion-réplétion ont amélioré I'utilisation du phosphore, ce qui a permis d'atteindre le
méme contenu minéral osseux que des porcs non déplétés, sans diminuer les performances de
croissance, et tout en réduisant les rejets en phosphore. La stratégie sans phosphate, avec ajout
de phytase microbienne dans I'aliment a été particulierement efficace pour la diminution des in-
trants en phosphates et des rejets en phosphore. Dans tous les cas, l'efficience de I'utilisation du
phosphore pourrait étre encore améliorée avec une meilleure estimation de la digestibilité du
calcium, surtout lors de l'utilisation de phytase.

Enfin, pour que le modéle précédemment développé puisse étre appliqué a ces nouvelles stra-
tégies, une meilleure compréhension et quantification de l'incidence des régulations sur l'utilisa-
tion du phosphore et du calcium est nécessaire. La réussite des stratégies de déplétion-réplétion
et I'application précise des recommandations issues du modele sur le terrain dépendent égale-
ment beaucoup de la précision des mesures des minéraux dans l'aliment et de la fagcon d'estimer
la part de calcium et phosphore digestible.
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Modeéle mécaniste de I'utilisation métabolique du phosphore et du calcium alimentaires et de la dynamique de dép6t des
cendres corporelles : version 2.0.

L’alimentation de précision permet de diminuer les impacts environnementaux des systémes d’alimentation actuels, mais nécessite
I'estimation précise des besoins de phosphore (P) et de calcium (Ca). L'objectif est d’adapter un modéle mécaniste récemment
développé portant sur |utilisation du P et du Ca alimentaires, a I'alimentation de précision. Une premiére étape a consisté a modifier
le potentiel de dépé6t de P et Ca dans I'os pour le rendre indépendant du dépoét protéique. Ceci a été réalisé a partir de résultats
récents obtenus sur des porcs nourris avec des exces de P et Ca. Ensuite, des données de composition corporelle de porcs recevant
des apports de Ca et P contrastés (rations couvrant ou non les besoins et dont I'apport de Ca et de P est déséquilibré ou non) ont
été utilisées pour estimer la capacité de prédiction du modéle par I'erreur quadratique moyenne de prédiction (EMP) et sa
décomposition en erreur de tendance centrale (ETC), de régression (ER) et de bruit (EB). Les résultats montrent une prédiction
globale qui est trés bonne avec des EMP de moins de 9% provenant a plus de 70% d’EB, donc non liées aux parameétres du modele.
Lorsque la qualité de prédiction est étudiée par groupes d’apport (témoins, carencés, stratégies de déplétion-réplétions), les témoins
présentent une ETC plus élevée (P : ETC = 30%, ER = 0%, EB = 70% ; Ca : ETC = 22%, ER = 2%, EB = 76%) montrant que le modéle sous-
estime le Ca et P corporels (pente = 0,99 et 0,98 respectivement). Pour les porcs carencés, I'ER est plus élevée (P : ETC=6%, ER = 11%,
EB=83%; Ca: ETC = 51%, ER = 23%, EB = 26%) mettant en évidence que le modéle surestime la teneur corporelle en P et Ca des
porcs en phase de finition. Des pistes d’amélioration ont été proposées pour améliorer sa prédiction sur ses points faibles avant de
passer a |'étape de I'inversion pour prédire les besoins de porcs en groupe puis ceux d'animaux alimentés individuellement de fagon
journaliere.

Mechanistic model of metabolic use of dietary phosphorus and calcium and dynamics of body ash deposition: version 2.0.

Precision feeding reduces environmental impacts of current phase-feeding systems but requires an accurate estimate of
phosphorus (P) and calcium (Ca) requirements. The aim is to adjust to precision feeding a mechanistic model recently
developed to predict the fate of dietary P and Ca. The first step was to modify the model’s potential Ca and P deposition into
bone to make it independent of protein deposition. This was done by using recent results for pigs fed excess P and Ca. Then,
body composition data from pigs receiving contrasting Ca and P supplies were used to evaluate the predictive ability of the
model. Mean squared prediction error (MSPE) and its decomposition into central tendency error (ECT), regression (ER) and
disturbance (ED) were calculated. The results show good prediction overall, with MSPE less than 9% from more than 70% of
ED not related to model parameters. For predictive ability by contribution group, control pigs have higher ECT (P: ECT = 30%,
ER = 0%, ED = 70%; Ca: ECT = 22%, ER = 2 %, ED = 76%), showing that the model underestimates requirements (slope = 0.99).
For pigs fed deficient dietary Ca and P diets, higher ER was observed (P: ETC = 6%, ER =11%, ED = 83%; Ca: ECT =51%, ER = 23%,
ED = 26%), showing that the model overestimates requirements in the finishing phase. Areas for improvement have been
identified, and in the next steps the model will be modified to improve its prediction of its weak points before moving to the
inversion stage to predict requirements of pigs fed on group basis and then on an individually basis.
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INTRODUCTION

L'alimentation de précision est proposée pour diminuer les
impacts environnementaux des systéemes d’alimentation par
phase et par groupe actuellement utilisés. En effet, elle permet
des réductions de la consommation et de I'excrétion d’azote de,
respectivement, 25 et 40 % une fois les besoins individuels
connus (Pomar et al.,, 2015). L’estimation des besoins de
phosphore (P) et calcium (Ca) dans un contexte d’alimentation
minérale de précision pourrait permettre des réductions de
consommation et de rejets de P, similaires a celles observées
pour l'azote. Un modéle mécaniste a été développé
(Létourneau-Montminy et al., 2015) pour simuler la rétention
du calcium et du phosphore dans différents compartiments
anatomiques du porc en réponse au potentiel de croissance de
I"'animal ainsi qu’aux quantités de Ca et P ingérées. L’originalité
de ce modéle par rapport aux modeles disponibles (ex.:
InraPorc et NRC) réside dans le fait que le dépot de Ca et de P
dans l'os sont prédits indépendamment de la protéine
corporelle. Cependant, faute de données, la prédiction du
potentiel de dépot osseux demeure liée a celui de la protéine.
Afin de répondre a cette problématique, divers essais visant
tant a maximiser qu’a diminuer les réserves minérales
corporelles ont été réalisés. Ces derniers ont été utilisés pour
faire la démonstration que le dép6t des minéraux dans I'os et le
dépot de protéines ne sont pas liés (Couture et al., 2018).
L’objectif du présent travail était donc de simuler le potentiel
de dépdt de Ca et P dans I'os indépendamment du dépot
protéique et d’évaluer la capacité du modele a prédire la
rétention corporelle de Ca et P chez des porcs recevant des
apports contrastés (élevés, faibles, déséquilibrés) de ces deux
minéraux.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Description de la base de données

Les données de porcs recevant tant des apports faibles de Ca ou
de P, des apports déséquilibrés en Ca et P, que des stratégies de
déplétion et réplétion sans phytase ajoutée ont été combinés
dans une base de données (Pomar et al., 2006 ; Langlois et al.,
2016 ; Gonzalo et al., 2018).

Dans I'essai de Pomar et al. (2006), les porcs ont regu des
apports trés élevés (VH), élevés (H), moyens (M), bas (L) ou trés
bas (VL) de Ca et de P (Tableau 1). Les six rations de Langlois et
al. (2016) étaient déséquilibrées en P et Ca, c’est-a-dire que le
ratio Ca:Pdig allait de 1,75 a 4,63 en fonction du traitement.
Dans les six traitements le P variait de 60 a 140 % du besoin en
méme temps que le Ca variait de 130 a 70 % du besoin (ex:
trt 140-70 apporte 140 % du besoin en P et 70 % du besoin en
Ca). Enfin, les porcs étudiés dans Gonzalo et al. (2018)
recevaient une stratégie de déplétion-réplétion : soit les porcs
recevaient durant certaines phases un aliment apportant du P
et du Ca en quantité suffisante (C), soit I'aliment n’apportait que
60 % du besoin (L, phase de déplétion).

Dans les essais de Langlois et al. (2016) et Gonzalo et al. (2018),
les porcs étaient radiographiés par absorption bi-photonique a
rayons X (DXA ; Prodigy, GE Healthcare, Madison, WI) tous les
28 jours soit quatre a cing fois durant la phase de croissance
pour mesurer le contenu minéral osseux (CMO), la masse
corporelle maigre et grasse. Les teneurs en maigre et gras
étaient converties en protéines et lipides selon la méthode
proposée par Pomar et Rivest (1996) et celles en CMO en P et
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Ca corporels selon Nielsen (1973). Dans I'essai de Pomar et al.
(2006), les porcs ont été abattus, saignés, les viscéres ont été
vidés et le corps entier incluant le sang et les viscéres a été
broyé pour quantifier la teneur en protéines, lipides, P et Ca
corporels.

La base de données répertoriait les données d’entrée
nécessaires a la simulation des essais dans le modele soit les
apports de P sous forme phytique, non-phytique végétal et non-
phytique minéral et I'apport de Ca, les performances de
croissance et les sorties du modele soient les teneurs en
protéines, lipides, Ca et P corporels (Tableau 1).

1.2. Description de la démarche d’analyse

1.2.1. Estimation du potentiel de dépét de Ca et P dans les
cendres corporelles

Dans un premier temps, les données ont été comparées
graphiquement afin de sélectionner le ou les traitements
permettant d’atteindre le maximum de minéralisation. Les
données de CMO de ces traitements ont alors été utilisées pour
créer une équation de potentiel de dép6t de Ca et P dans les
cendres osseuses. Autrement dit, cette nouvelle équation sera
considérée comme |'‘estimation du dépot maximal de Ca
envisageable dans les os et est rarement atteinte sur le terrain.

A titre de rappel, dans le modele, le P et le Ca fixés dans les
tissus mous protéiques et lipidiques ont priorité sur le tissu
osseux. lls sont déposés de fagon fixe par unité de protéines et
de lipides et ont été déterminés a partir de données de
composition chimique de dissection de porcs entiers (Nielsen,
1973).

1.2.2. Evaluation de la qualité de prédiction du modéle en

termes de P et Ca corporels

Pour cette étape, chaque traitement de la base de données a
été simulé avec le modéle. Les apports en nutriments autres
que Ca et P (ex. : énergie, acides aminés) sont considérés non
limitants pour le dép6t de protéines et de lipides. De plus, afin
que le modeéle représente précisément la croissance corporelle
non minérale des porcs étudiés, des équations polynomiales
ont été déterminées pour chacun des essais pour simuler le
dépdt de protéines et de lipides, ainsi que Iingestion
journaliére. Ces équations dépendent du poids de I'animal :
Dépot de protéines, kg/j = a + b x poids vif + ¢ x poids vif?
Dépot de lipides, kg/j = a + b x poids vif

Consommation, kg/j = a + b x poids vif + ¢ x poids vif?

La consommation journaliére et les dépots de protéines et de
lipides étaient des valeurs d’entrées correspondant aux valeurs
observées au méme titre que les teneurs alimentaires en P et
Ca. Les résultats de Ca et P corporels de début et de fin de phase
ont été comptabilisés dans la base de données a titre de
données, permettant une comparaison avec les résultats des
simulations.

1.3. Analyses statistiques

La qualité de prédiction a été évaluée en comparant les valeurs
simulées avec les résultats rapportés dans les essais comme il
suit :

Teneur corporelle observée

=a + ai+ B x Teneur corporelle simuléei+ €,

ol la Teneur corporelle observée; correspond a la teneur
corporelle en P ou Ca rapportée dans les essais, Teneur
corporelle simulée; correspond a celle prédite par le modele,
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tous deux pour I'expérience i et le traitement j, a est 'ordonnée
a l'origine, q; est I'effet fixe de I'expérience sur a, B est la pente
de la régression et g; I'erreur résiduelle. La capacité du modele
a prédire des données expérimentales a été évaluée selon
I'ordonnée a I'origine, la pente, I'écart-type et le coefficient de
détermination obtenus par régression. De plus, l'erreur
quadratique moyenne de prédiction (EMP) a été évaluée par la
racine carrée de l'erreur relative de prédiction exprimée en
pourcentage de la moyenne observée. L'EMP a été divisée en
trois composantes : I'erreur de tendance centrale (ETC) qui
indique comment la moyenne prédite dévie de celle mesurée,

celle due a la régression (ER) qui mesure la déviation du
coefficient de régression par rapport a 1 et celle due au bruit
(EB) qui est la variance non-expliquée, soit la portion de I'erreur
de prédiction qui ne peut étre expliquée par la régression (Theil,
1966). Une prédiction adéquate se caractérise par une EB la plus
élevée possible par rapport a ETC et ER.

Trois sous-groupes ont été créés pour évaluer la qualité des
prédictions dans différents contextes, i) les porcs recevant les
traitements témoins non-carencés, ii) ceux recevant des
traitements ne satisfaisant par les besoins de Ca et P iii) ceux
ayant suivi des stratégies de déplétion et réplétion.

Tableau 1 — Description de la base de données

Performances globales?
Caractéristiques de I'aliment Caractéristiques finales de I'animal
PP PNPv  PNPmin Pdig Ca CMJ  PVfinal Protéines Lipides Ca P
Traitements? Publication! | g/kg g/kg g/kg g/kg g/kg kg/i Kg kg kg g g
Témoins
CCcc 1 2,14 1,02 2,12 2,61 7,00 3,20 133 20 36 985 675
H 2 2,30 1,13 1,67 2,10 7,13 2,60 106 16 22 763 510
VH 2 2,30 1,13 2,27 2,40 10,17 | 2,50 105 15 27 806 537
Trt 120-85 3 2,18 1,02 2,12 3,04 6,30 | 3,00 119 19 27 754 545
Trt 140-70 3 2,18 1,02 2,56 3,55 6,33 2,90 123 19 30 743 547
Trt 135-135 3 2,18 1,02 2,14 3,10 8,13 2,80 123 19 27 911 659
Carencés
LLLL 1 2,14 1,02 1,22 6,96 5,33 3,02 131 20 33 728 552
M 2 2,30 1,13 1,50 1,80 6,93 2,54 102 15 22 686 464
L 2 2,30 1,13 1,14 1,60 5,90 2,49 103 16 22 592 420
VL 2 2,30 1,13 0,64 1,20 4,23 2,36 98 16 15 488 361
Trt 60-130 3 2,18 1,02 0,82 1,51 6,20 2,60 108 17 22 466 412
Trt 80-115 3 2,18 1,02 1,25 2,02 6,23 2,80 117 18 27 691 539
Trt 100-100 3 2,18 1,02 1,69 2,53 6,27 3,00 121 19 27 780 592
Déplétion-Réplétion
CLCC 1 2,14 1,02 1,77 2,40 6,58 2,98 129 19 33 910 629
CCLC 1 2,14 1,02 1,94 2,70 6,80 3,04 134 21 32 945 657
LCLC 1 2,14 1,02 1,72 2,30 5,90 2,94 127 20 31 853 603
CCCL 1 2,14 1,02 1,97 2,50 6,85 3,08 132 20 35 910 634

Publication : 1, Gonzalo et al. (2018) ; 2, Pomar et al. (2006); 3, Langlois et al. (2016).

2Abréviations : PP, P phytique ; PNPv, P non-phytique végétal ; PNPmin, P non-phytique minéral ; Pdig, P digestible ; CMJ, consommation moyenne journaliére.

3Voir 1.1. Description de la base de données.
2. RESULTATS ET DICUSSION

2.1. Estimation du potentiel de dépot de Ca dans les cendres
corporelles

Le traitement qui apportait le plus de Ca total et de P digestible, et
donc susceptible de permettre aux porcs d’atteindre leur potentiel
de minéralisation osseuse, était le traitement Trt 135-135 de
I'étude de Langlois et al. (2016) qui fournissait 135% des besoins de
Ca et P digestible en moyenne sur toute la croissance. Celui-ci
correspondait a I'alimentation de truies de renouvellement au
Québec. Une équation décrivant le mieux ces données, c’est-a-dire
le dépot de Ca en g/j a été générée (Tableau 2).
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Tableau 2 — Equation de dépot potentiel de calcium?

Paramétres Coefficient Ecart-type  P-value
Ordonnée a l'origine 6,51 0,386 <0,001
Effet quadratique 4,38 10* 5,39210° <0,001
R? 0,76

Langlois et al. (2016).

L’équation montre un dépot qui augmente progressivement
avec le poids de I'animal et tout au long de sa croissance
(Figure 1).
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La dynamique des dépdts de Ca et de protéines observée dans
cet exemple, ainsi que dans les autres traitements étudiés, met
en évidence |'absence de relation entre la croissance minérale
du tissu osseux et des tissus mous des porcs en croissance. En
fait, pendant que la croissance musculaire semble atteindre son
maximum aux alentours de 50 kg de poids vif, la croissance
minérale osseuse semble stable au début de la période de
croissance alors qu’elle augmente par la suite sans que nous
ayons observé ni atténuation ni plateau au poids d’abattage.
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Figure 1 — Dépot potentiel de calcium (Axe Y principal) et de
protéine (axe Y secondaire) en fonction du poids vif du porc
(d’apres trt 135-135, Langlois et al. (2016))

2.2. Evaluation de la qualité de prédiction en termes de P et
Ca corporels

Lorsque toutes les données du tableau 1 sont simulées, le modele
semble bien réagir avec des erreurs quadratiques moyennes de
prédiction de 5,5 et 8,4%, respectivement pour P et Ca, avec des
erreurs de bruit qui sont a plus de 85% (Tableau 3, Figure 2ab).
Par contre lorsque I'analyse est effectuée seulement dans le cas
des traitements témoins des essais, |'erreur de tendance centrale
s’éléve a 30% pour le P et 22% pour le Ca, montrant que le modéle
sous-estime alors les teneurs corporelles (Figure 2cd). Ceci
pourrait provenir du fait que le traitement 135-135 de Langlois et
al. (2016), supposé permettre d'approcher le potentiel maximal,
n’était pas celui qui maximisait le dépot de Ca. L’équation de
potentiel devra peut-étre d’étre révisée, bien que les niveaux
d’apport en P digestible et Ca du traitement 135-135 de Langlois
et al. (2016) étaient largement au-dessus du besoin et des
apports réalisés dans la pratique. Le méme type d’erreur est
observé dans les traitements ou des stratégies de déplétion et
réplétion étaient pratiquées (Figure 2ef), mais il s’agit ici d’'une
surestimation de la part du modéle. Lorsque les traitements dits
carencés (apports plus faibles que les besoins) sont isolés, une
erreur de tendance centrale est toujours présente pour le Ca
(51%), mais également une erreur de régression (23%). Cette
derniére montre que le modele surestime la rétention de Ca
surtout chez les porcs plus lourds (Figure 2gh). Il est donc possible
que I'absorption de Ca soit surestimée dans le modele. Cette
équation provient d’'une méta-analyse réalisée avec les données
disponibles qui n’étaient pas nombreuses et sera certainement a
revoir avec de nouvelles données (ex. : Gonzalez-Vega, 2016).

Tableau 2 — Résultats de I'évaluation du modéle'?

Equation Décomposition de I'erreur
Minéral Ordonnée Erreur de Erreur de Erreur
Sous-groupes n a l'origine Pente EMPr tendance centrale régression de bruit
P corporel, g
Toutes les données 63 3,4 0,99 55 0,57 0,13 99,3
Témoin3 23 17,8 0,99 57 29,60 0,17 70,3
Carencés* 28 8,8 0,96 4,5 6,40 10,90 82,6
Déplétion-Réplétion® 12 -10,8 1,00 4,9 12,30 1,04 86,7
Ca corporel, g
Toutes les données 63 -2,8 0,98 8,4 11,20 1,46 87,3
Témoin 23 28,0 0,98 5,8 22,30 2,24 75,5
Carencés 28 18,1 0,89 11,3 50,80 23,40 25,8
Déplétion-Réplétion 12 -28,3 1,01 8,3 24,90 0,54 74,6

LEMPr: erreur moyenne de prédiction relative.

2y, Ca et P corporels observés, g/porc ; X, Ca et P corporels prédits par le modeéle, g/porc.

3CCCC, H, VH, 120-85, 140-70, 135-135, voir Tableau 1.

4LLLL, M, L, VL, 100-100, 80-115, 60-30, voir Tableau 1.

CLCC, CCLG, LCLC, CCCL voir Tableau 1.
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Figure 2 — Masses de Ca et P corporels observées en fonction de celles simulées par le modéle selon la stratégie des apports :
A, B : toutes les données ; C,D : témoins ; E, F : déplétion-réplétion ; G, H : carencés ; voir Tableau 1
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Une approche de modélisation mécaniste a été choisie pour
représenter la complexité du métabolisme phosphocalcique en
prenant en compte simultanément tous les mécanismes
impliqués. Cette approche permettra de rendre compte de
différents objectifs de production donc de donner des
recommandations tant pour maximiser la minéralisation
osseuse chez les truies de remplacement que de I'optimiser
chez le porc en croissance.

Le présent travail montre que le modéle offre une bonne
prédiction, mais a mis en évidence certaines faiblesses qui
seront corrigées en prenant en compte certains phénomenes
gue nous savons manquants. C’'est le cas notamment de la
prédiction de I'absorption de Ca. La prochaine étape consistera
a prédire les besoins en P et Ca alimentaires (actuelles entrées
du modele) par les dépdts de P et Ca dans les os et les tissus
mous (actuelles sorties du modeéle). Ce qui permettra de donner
des recommandations d’apports selon divers objectifs
notamment lorsque les animaux seront nourris avec des
techniques d’alimentation de précision.
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The sustainability of animal production relies on the judicious use of phosphorus
(P). Phosphate, the mined source of agricultural phosphorus supplements, is a
non-renewable resource, but phosphorus is essential for animal growth, health, and
well-being. P must be provided by efficient and sustainable means that minimize the
phosphorus footprint of livestock production by developing precise assessment of the
bioavailability of dietary P using robust models. About 60% of the phosphorus in an
animal’s body occurs in bone at a fixed ratio with calcium (Ca) and the rest is found
in muscle. The P and Ca requirements must be estimated together; they cannot be
dissociated. While precise assessment of P and Ca requirements is important for
animal well-being, it can also help to mitigate the environmental effects of pig farming.
These strategies refer to multicriteria approaches of modeling, efficient use of the new
generations of phytase, depletion and repletion strategies to prime the animal to be
more efficient, and finally combining these strategies into a precision feeding model that
provides daily tailored diets for individuals. The industry will need to use strategies such
as these to ensure a sustainable plant-animal-soil system and an efficient P cycle.

Keywords: phosphorus, calcium, mitigation, requirements, environment, swine

1. INTRODUCTION

Phosphorus (P) is an essential element for all living beings, as it is a key component of nucleic
acids and energy transfer molecules (adenosine triphosphate, creatine phosphate) and a major
mineral component of bone (1). The element P is found in animals as orthophosphates. This
is the circulating form of P. Adequate amounts must be provided in livestock diets to ensure
animal growth and health. To date, producers have used inorganic phosphate, a limited and
non-renewable resource that will be depleted within 100-200 years at current rates of extraction
(2). As a commodity mineral, its price is volatile (3). Of greater concern is that P is not absorbed
completely from any diet, and in the case of monogastric livestock farming, phosphorus-laden
run-off can pollute and cause eutrophication of waterways, which can lead to growth of toxic
nitrogen-fixing algae or cyanobacteria (4). This compromises the sustainability of pig farming,
which has become highly concentrated in certain regions of several pork-producing countries. In
swine production, to avoid an excess of P, the cost of transporting P-rich manure for use as crop
field fertilizer can be high and the cost of treating it can be prohibitive; rational and efficient use of
P is therefore essential.
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Calcium (Ca) is the most abundant mineral in the body (1, 5)
and is indispensable for bone mineralization, muscle contraction,
and nerve impulse propagation. It is not an expensive element in
livestock feed, it is abundant, and it does not represent a threat to
the environment. However, as absorption and utilization of P in
growing pigs is related to that of Ca, P and Ca requirements must
be studied together. Insoluble and indigestible Ca-P complexes
can form in the intestines (6, 7). Ca and P deposits in bone are
co-dependent. If discharges of phosphorus are to be minimal
and its efficiency of utilization must be maximized, its supply
must be matched as closely as possible to the requirements of the
animals. To achieve this, the actual usable P content of feedstuffs
and the animal physiological requirement both must be estimated
accurately and precisely. Both global and factorial methods have
been used to estimate the Ca and P requirement.

P and Ca requirements can be estimated to maximize
growth performance, keep P rejection minimal and/or maximize
bone mineralization. Novel approaches in development aim to
improve the digestive and/or metabolic utilization of P, thereby
decreasing P excretion. The best-known example is the use of
phytases, which facilitate the digestion of plant P as phytic acid,
the phosphoric ester of inositol, a compound found in many
plants and poorly absorbable by pigs. The new generation of
phytases makes this strategy even more attractive. The depletion—
repletion, a strategy less well known, consists of reducing P and
Ca input below the animal’s requirements over some period
of growth and then increasing the supply as needed (8). This
strategy can increase the animal’s P digestive efficiency and
metabolic utilization in growing pigs; thus it overall decreases
in P intake and excretion while maintaining growth and bone
mineralization (9, 10). Finally, a mechanistic model approach
predicts bone ash and then P and Ca requirement (11, 12) and
does not estimate the P and Ca requirement for bone directly
from protein. This is an interesting multicriteria approach to
mitigate P impact that will be essential for P precision feeding
(13). The objective of this paper is to review the latest P and
Ca assessment of bioavailability methods for evaluating the
nutritional values of feed ingredients for pigs and estimating
precisely P requirements, as well as, describing innovations and
promising strategies to decrease the P excretions by growing pigs.

2. PRECISELY ASSESS BIOAVAILABILITY
AND EVALUATING THE NUTRITIONAL
VALUES OF FEED INGREDIENTS

2.1. Dietary Forms of Phosphorus and
Calcium

2.1.1. Plant Phosphorus and Calcium

Phytic acid is synthesized in plants by phosphorylating inositol
in any or all possible positions. It can thus bear 6 phosphate
groups (IPg) as shown in Figure 1, or a smaller number (IPs-
IPy). The main form found in feed ingredients of plant origin is
IPg (15, 16). Phytic acid plays a key role in plant metabolism by
constituting a reserve of P and chelating other minerals, whereas
inositol is used in cell wall formation (17). Phytic acid is present

in all plant-based ingredients (18), in which it accounts for 50-
80% of the P content (19, 20) and is found almost entirely in the
form of salts called phytates, primarily with Ca, Fe, Zn, Mg, K,
and Mn. Phytates are solubilized at gastric pH, whereas the higher
pH of the small intestine is conducive to their re-formation or
de novo complexation thus decreasing the absorption of minerals
and trace elements (21, 22). In vitro, phytic acid forms its
most stable salts with Cu, Zn, Ni, Co, Mn, Fe, and then Ca
(23, 24). Ca rarely makes up more than 1% of plant dry matter
(20) and its absorption is decreased by phytate formation, but
this can be countered somewhat by using phytases (see section
4.2), which break down phytates that are in solution (25-27).
The cation-binding ability of phytic acid declines as phosphate
groups are removed (21). Phytates form insoluble complexes
also with proteins, amino acids, and starch and thereby decrease
the digestibility in the small intestine and utilization of these
nutrients (18).

2.1.2. Mineral Phosphorus and Calcium

P is usually added to pig diets as dicalcium phosphate, which
represents 60% of the feed phosphates used in the European
Union; monocalcium and monodicalcium phosphates are also
used (28). Magnesium, calcium-magnesium, ammonium, and
sodium phosphates are also available for use in livestock feed (28—
30). To minimize excreted phosphate, which becomes pollution,
the most digestible phosphates are preferred, although price
also is considered. The first and foremost criterion is to meet
narrow technical specifications in terms of composition and
physicochemical stability. Phosphates can be classified according
to their solubility in 2% citric acid solution. This test does not
indicate real digestibility but makes it possible to rank different
products (29). A feed-grade phosphate must be at least 95%
soluble in 2% citric acid and in alkaline ammonium citrate (28,
31). For monocalcium phosphates, the solubility in water must
be greater than 80%, and for monodicalcium phosphate, greater
than 50% (28). Monocalcium phosphate is more digestible
than monodicalcium phosphate, which is more digestible than
dicalcium phosphate (28, 29). Dicalcium phosphate dihydrate
is more digestible than the anhydrous form. The final criterion
for judging the quality of a feed-grade phosphate is its level of
undesirable substances such as arsenic, cadmium, lead, fluorine,
or mercury, and dioxins (28, 29).

The inorganic Ca supplements most used in pig farming are
calcium phosphates (32) and carbonates supplied in the form
of limestone, a mineral that contains calcium carbonate and
dolomite and which varies in Ca content (35-38% Ca; (19)).
The bioavailability of the Ca in these sources is in the 90-
100% range of calcium carbonate (CaCOs3) used as reference
(19, 20, 30). Unlike in poultry, carbonate particle size appears
to have no significant effect on apparent or standardized Ca
digestibility in growing pigs, based on tests with animals in the
10-20 kg live weight range (33, 34). Calcified red algae has
been studied due to its solubility at gastric pH. It is 32% more
soluble than calcareous Ca at pH 6.7 and 34% more soluble at
pH 3.0 (35). Limestone is 100% calcite, whereas CeltiCal (Celtic
Sea Minerals) is 65% calcite, 23% aragonite, and 12% valterite
(polymorphs of calcite). The greater solubility does not make
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FIGURE 1 | (A) Structure of phytic acid at neutral pH (14); (B) phytate chelate with different cations. (14).

the Celtic Sea product more digestible than calcium carbonate.
Its digestibility in pigs is at best equivalent to that of calcium
carbonate [apparent total tract digestibility [ATTD] Ca of 46.7%
and 51.2% for calcium carbonate and CeltiCal, respectively (36),
64% for both sources (37), and may be lower: 46.9% of ATTD
Ca and 30.5% for calcium carbonate and CeltiCal (38)]. Marine
Ca is absorbed poorly in the upper parts of the gut (38); the
higher concentration of dissolved cations moreover makes it
precipitate more with phosphate or phytic acids, decreasing
P digestibility, bone mineralization, and animal growth (35,
36). A highly soluble Ca to P ratio makes precipitation more
likely. Nevertheless, adding marine Ca in smaller amounts and
using phytase allows proper balancing of the soluble Ca:P ratio
and growth performance equivalent to the control group, and
quantitatively superior bone mineralization, at least in broiler
chicken studies (35). These results show, above all, that Ca and
P interact strongly in the digestive system, and how much further
study, especially of the soluble Ca:P ratio, is needed to optimize
their utilization.

2.1.3. Phosphorus and Calcium of Animal Origin

In addition to inorganic phosphates, meat and bone meal from
the rendering industry is also used as a source of P and Ca. Except
in Europe, where it is prohibited in livestock feed other than for
fish, these by-products are commonly included in poultry diets.
Meat and bone meal can be made up of bones and soft tissues but
not blood, hair, hoof, horn, skin/leather, stomach and ruminal
contents, or excrement. Most meat and bone meal in North
America is a mixture of cattle, pig, and poultry by-products (39).
It must contain at least 4.0% of P, and the Ca:P ratio must not
exceed 2.2 [AAFCO 2011, cited in Sulabo and Stein (40)]. Meat

and bone meal is a source of highly available Ca and P (41, 42)
but has unpredictable quality and Ca:P ratios, due to differences
in raw materials and processes (39). Depending on the source,
the P and Ca contents may vary 2-4 times as much as the protein
content, the coefficients of variance being, respectively, 20, 22,
and 6.2% (40). A negative correlation exists between protein
concentration and P and Ca concentration, due to variations in
the proportions of soft tissue and bone (40). The most important
sources of variation in the composition of meat and bone meal
are therefore the origin of the by-products used and the ratio of
soft tissue to bone.

When meat and bone meal is fed to pigs, it provides much
of the Ca and P in the diet. It is therefore necessary to have a
supplier that uses controlled processes and can guarantee Ca and
P content. The standardized digestibility of P in meat and bone
meal ranges from 55 to 84% and averages 70% (20, 40), falling
between the values for inorganic P and materials of plant origin.
Standardized Ca digestibility in meat and bone meal is estimated
at 77% but can be 82% for poultry meal (43). The apparent Ca
digestibility ranges from 55 to 84% (40). The digestibility of P
and Ca in meat and bone meal does vary somewhat, due mostly
to the P concentration: the higher the P concentration, the lower
the Ca and P digestibility. Since the P concentration depends
mainly on the proportion of bone in the meal, it may be presumed
that the higher the bone-to-meat ratio, the lower the Ca and P
digestibility. The apparent digestibility of P in bone meal is in
fact about 68 vs. 80% in meat-and-bone meal and 85% in meat
meal (44). Hydroxyapatite, therefore, seems to be a less digestible
form of P and Ca. This has been validated for P by comparing
diets containing different forms of bone meal. The pre-cecal
digestibility of P in chickens is lower when it is still in the form
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of hydroxyapatite than when it has been previously dissolved
(45). Although its composition may vary widely, meat and bone
meal offers the possibility of recycling, providing sufficient P to
livestock without inorganic P from non-renewable sources. At
least one study suggests that heat and pressure treatment of bone
meal and removal of gelatin may improve P digestibility (45).

2.2. Precisely Estimates of Dietary
Phosphorus and Calcium Values of
Feedstuffs

2.2.1. Total Analyzable Value

Total dietary Ca and P content in feed ingredients are routinely
measured by chemical analysis. However, these numbers do not
indicate what portion the animals digest or retain or how much
will be excreted. Although this method has its drawbacks, it is
still the preferred method for Ca, mainly because of the lack
of knowledge on Ca bioavailability. Recent work underway is
expected to provide a more accurate Ca bioavailability assessment
method with standardized digestibility measurements (46). The
P system is more precise with different expression modes, which
will be described in the following sections.

2.2.2. Relative Bioavailability

Bioavailability, also called availability, was added in the ninth
edition of NRC (47). Availability is an indicator of the use
of a nutrient based on a predefined criterion, for example, in
the case of P and Ca, bone mineralization measured in terms
of mineral (ash) content or a biomechanical property such as
breaking strength (48, 49). The value is obtained by comparison
with a reference that is considered 100% bioavailable, usually
monocalcium phosphate. The relative bioavailability of a nutrient
in an ingredient is generally expressed as the slope ratio, which
is obtained from linear regressions of the criterion vs. nutrient
ingested (48). The main disadvantage of this method is that it
is not standardized and thus the bone and parameter measured
(e.g., ash content and break strength) may differ between studies,
so studies are not comparable (46).

2.2.3. Digestibility

The digestibility concept was first used to assess P content of
feedstuffs as ATTD in the Netherlands (50) and then in France
(19). In 2012, the National Research Council (NRC) proposed
another method, like the one used for amino acid and that should
be more precise, the standardized total tract digestibility (STTD).
Digestibility refers to the quantity of nutrient that is not found
in the feces and therefore must have been digested, or, at least,
has disappeared from the digestive tract, a definition that must be
nuanced according to whether endogenous losses are considered.
Unlike other nutrients, the digestibility of P (and of Ca to a
lesser extent) is estimated over the entire digestive tract as fecal
digestibility. Two reasonable assumptions justify this: (1) P and
Ca are absorbed in the cecum and the colon, respectively (51).
These play a homeostatic role in maintaining serum P and Ca
under conditions of low intake, and (2) for P and Ca in most
dietary supplies, there are no difference between fecal and ileal
digestibility for true and apparent P digestibility (52, 53), or
apparent and standardized Ca digestibility (38) and therefore

no interest in estimating ileal digestibility, which is much more
difficult and expensive than measuring fecal digestibility (20).

Apparent total tract digestibility (ATTD) of a nutrient in a
feed is the difference between the total intake of the nutrient in
question and the amount found in the feces (54, 55):

ATTDcq or P(%) = [(Ca or Piytake — Ca or Pfcces)/ca or Pintuke]
x 100 1

The methods most used to determine apparent digestibility are
total feces collection or partial collection in conjunction with an
indigestible marker. Apparent P digestibility is still used widely
but has the disadvantage of not being additive in feeds composed
of several ingredients (55, 56).

STTD considers basal endogenous losses, which represent the
minimal loss of a nutrient, independent of feed composition
but influenced by dry matter intake (49, 54). These losses
were first estimated by regression with extrapolation to zero
ingestion of the studied mineral (57). They are now measured
by analyzing feces of animals fed a diet free of P or Ca (34, 37,
58-60). Critics of this method point out that Ca metabolism
is well known to be regulated through absorption and thus
reabsorption of endogenous losses, leading to underestimation of
basal endogenous losses (61). Likewise, a P imbalance due to a P-
free but Ca-containing feed would probably affect endogenous
P losses (62). Further trials are needed to determine whether
endogenous P losses should be measured with a P-free and
Ca-free diet, or if it is better to measure P losses with some Ca
to minimize interference by regulation. Basal endogenous losses
of P and Ca fall, respectively, into the ranges of 139-252 mg and
123-670 mg/kg of dry matter intake (DMI) (37, 38, 63, 64). Basal
endogenous P losses in pigs have been estimated at 190 mg/kg of
DMI by (20) and 6 mg/kg of live bodyweight (BW) by Bikker and
Blok (65). Standardized digestibility can then be calculated using
the following equation (55):

STTDca or p(%) = [(Ca or Pipsake — (Ca or Pfeces
— Basal endogenous losses)) /Ca or Piyak,)
x 100 @

Standardized digestibility values are considered additive in feeds
composed of several raw materials (20, 46). According to this
equation and the use of a constant basal P loss of 190 mg/kg of
DML, it is simple to convert values of ATTD digestibility values
into STTD values.

True digestibility accounts for total endogenous losses,
which include basal and specific endogenous losses. The latter
represents the losses above basal endogenous ones, due to specific
characteristics of the feed, such as the level of anti-nutritional
factors and fiber content (54). No method of direct measurement
of true digestibility exists, except the use of radioisotopes that
are now banned in many countries. It is therefore determined by
regression, using apparent digestibility and ingested quantity of
the nutrient (46, 49):

Ca or Pypsorbed = (TTTD x Ca or Pjpyare) — Total endogenous losses
3)
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The negative intercept corresponds to total endogenous loss,
while the slope of the regression represents true digestibility.
Critics of this method point out that for P and Ca, estimates
are highly variable, dependent on individuals, often intercept is
not different from 0 (53, 66, 67) and influenced by the amount
ingested, in violation of the basic assumption of the regression
method (66, 67).

Although several studies about Ca digestibility have been
completed (34, 37, 40, 52, 59, 66, 68), the Ca requirement
continues to be generally expressed as a total requirement
(20, 46) due to the lack of data on digestibility in specific
feed ingredients. To overcome the non-additivity of apparent
digestibility in a mixed feed, most recent studies have focused
on standardized digestibility (59). However, basal endogenous
Ca losses measured so far are highly variable and appear to
depend on feed composition (59). In addition, components such
as fiber may have a direct and proportionate positive effect on
standardized Ca digestibility (59), as shown in rat studies (69).
These last considerations show the interest in evaluating the Ca
digestibility of raw materials under the specific conditions in
which they will be used, as recommended in chicken for P (70).

2.2.4. Mechanistic Modeling and Meta-Analysis
Approach

All the methods described earlier give a unique P and Ca
value for each feedstuff regardless of the interactions with
other components of the diet. With the objective of precisely
estimate the digestibility of dietary P in a complete diet, two
approaches have been used by Létourneau-Montminy et al. (71,
72) based on available literature. First, a mechanistic research
mathematical model that simulates the fate of dietary P forms,
phytate P (PP) and non-phytate P (NPP) from plant, mineral
and animal origin, in the gastro-intestinal-tract was developed
and evaluated by Létourneau-Montminy et al. (71). The proposed
model integrates and predicts the impact of the most relevant
physiological processes involved in P digestion and absorption,
including P dietary forms, the presence of exogenous phytase,
and the dietary concentration of Ca. It also predicts the impact
of transit time and pH of the different dietary sections. The
output is the standardized P and Ca absorbed. It can be used as
a prospective tool to study P digestibility for different feedstuffs
and feeding strategies, as well as the effect of specific digestive
processes on P digestive utilization. Second, given the large
number of publications on P digestibility in pigs, meta-analysis,
a statistical method relevant for summarizing and quantifying
knowledge acquired through previously published research (73,
74), was chosen to predict P digestibility considering dietary
P forms, Ca, and exogenous phytases. Dietary forms are PP
and NPP from plant, mineral, and animal (72). This study
provided a generic response of ATTD P (g/kg) to variation
of PP, NPP, and phytase. Results showed a linear relationship
between NPP and digestible P. Both NPP from mineral and
animal feedstuffs and NPP from plant are highly digestible (78
and 73%, respectively). A digestibility coefficient of 21% was
also found for PP showed that part of the PP is available for
absorption without any exogenous phytase supply (75-77). Then
microbial phytase improved digestible P given hydrolysis was

simulated with a classic enzyme equation, the Michaelis—Menten.
Its response depends on PP quantity, its substrate. The addition
of 500 FTU of microbial phytase per kg of feed to a diet with 2
g of PP/kg, increased the amount of digestible P by 0.60 g/kg.
With 3 g of PP/kg, the amount of digestible P increased by
0.67 g/kg. It is worthy to note that the amount of PP varies
little in swine ingredients. Finally, dietary Ca linearly decreases
digestible P independently of phytase supply as previously shown
when testing different concentrations of dietary Ca crossed with
different levels of phytase (78, 79). This simple method allows a
prediction of true P digestibility based on chemical analysis of
the diet in total P, PP, Ca, and microbial phytase, while NPP is the
difference between total P and PP as used in broilers (80).

3. PRECISELY ASSESS PHOSPHORUS
AND CALCIUM REQUIREMENTS

According to the FAO and WHO (81), a nutrient requirement
is defined as the intake level that will meet specified criteria of
adequacy without risking deficit or excess. These criteria include
an array of biological effects associated with the nutrient. In
livestock production, a requirement is defined as the quantity
necessary to maximize a production factor such as body growth
or bone mineralization. In practice, growth alone is often a
poor indicator of mineral status. Tissue analyses should always
accompany growth and feed intake data when evaluating mineral
adequacy (82). Bone mineralization has long been the standard,
but environmental issues have led several countries to review this,
giving rise to the notion of growth performance (20). Ca and
P requirements may be defined as facilitating growth according
to genetic potential while ensuring optimal bone mineralization
and keeping environmental risks minimal. In other words, a
multicriteria approach to setting nutrient requirements is needed.
To respond to these different objectives, global and factorial
approaches, and increasingly mechanistic models simultaneously
consider the most important variables, including genetics, live
weight, and sex.

3.1. Global Approach

This method consists of measuring different performance criteria
(growth rate, feed conversion ratio, etc.) in herds that have
been fed with increasing levels of the tested nutrient. If all the
criteria are not satisfied simultaneously, the proper intake is then
considered to be the one that optimizes the most important
criterion (83). At this time, the digestibility of nutrients was
not considered. This approach presents two main disadvantages.
The first one is that it is difficult to compare the estimation of
nutrient requirements by this approach with the availability or
digestibility of the raw material. The second is that, like nutrient
availability, the approach does not consider the portions of P and
Ca effectively used and does not allow differentiation between
the portions released in feces and urine. Global approaches were
replaced by factorial approaches in the 1990s.

3.2. Factorial Approaches
A more advanced method is the factorial approach, which
consists of quantification and the addition of the requirements
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TABLE 1 | Estimates of P and Ca requirements for growing pigs according to different models.

Bodyweight
ADG
Feed intake

30kg
0.96 kg
1.36 kg
468 kg

50 kg
1.11 kg
214 kg

Body protein 7.08 kg

70 kg
117 kg
2.71 kg
11.09 kg

100 kg
1.12kg
3.22kg
15.08 kg

CVB? NRC® INRAe® Lautrou? CVB? NRC” INRAe®

Lautrou? CVB?

NRC? INRAe° Lautrou? CVB? NRC® INRAe® Lautrou?

STIDP (ghkg) 877 42 - 407 283 307 -
ATTD P (g/kg) - - 4.0 3.9 - - 2,98
Total Ca(g/kg) 996 9.03 1161 816 753 66 865
Total Ca:STIDP  2.64  2.15 - 200 266 215 -

Total CaATTDP - - 2.90 2.09 - - 2.90

2.85 239 245 - 2.38 201 183 -
2.68 - - 2.5 2.21 - - 21
59 6.38 527 7.26 52 54 398 6.09
2.07 267 215 - 2.18 269 215 -
2.20 - - 2.90 2.35 - - 2.90

212
1.95
5.06
2.39
2.59

4Estimated according to Bikker and Blok (65).
bEstimated according to NRC (20).

CEstimated according to Jondreville and Dourmad (84).
destimated according to Lautrou et al. (12).

for each physiological function (e.g., for maintenance and
growth). With the emergence of this method came the
consideration of the intestinal absorption of minerals. Several
factorial methods estimating P and Ca requirements had been
proposed such as Jondreville and Dourmad (84), NRC (20),
and Bikker and Blok (65). The first of these methods is based
partly on studies conducted years ago in France (83, 85) and the
Netherlands (86) and is applied widely in France and Europe.
The second one is popular in North America. The third one is
in fact an update of the Jongbloed et al. (86) method based on
data published since then. The P requirements estimated by these
methods are presented in Table 1.

In Jondreville and Dourmad (84)’s model, estimation of P
and Ca requirements aims for a bone mineralization of 100%.
The maintenance requirement corresponds to obligatory urinary
losses, because the P requirements are expressed on an ATTD
basis, and endogenous fecal losses are already considered. The
maintenance P requirements are estimated at 10 mg/kg of BW
(85). The requirement for growth is assessed based on the
average daily gain. Finally, the total Ca requirement is estimated
according to a fix ratio of 2.9 with the ATTD P requirement.

The NRC (20) considers that P and N retention are highly
correlated, and that this correlation is affected little by animal
genetics or sex. According to their model, maximal P retention
in growing pigs is dependent on body protein. Endogenous basal
losses in the gastrointestinal tract are estimated at 190 mg/kg
of DMI, to express the P requirements in STTD, and minimal
urinary loss at 7 mg/kg of BW. Finally, growth performance
is maximized by considering the standardized digestible P
requirement to be 85% of the level that maximizes body P
retention. The total Ca requirement is set at 2.15 times the
standardized P requirement.

In Bikker and Blok (65), Ca and P requirements are estimated
independently and aim for a bone mineralization of 100%.
The requirement is the sum of the Ca or P retention and the
maintenance requirement. An allometric relationship links body
Ca and P retention to animal empty body weight gain. The
maintenance requirement includes the obligatory urinary loss

30 60 920 120
BMC deposition, g/d
L]

Protein deposition, g/d
e P g/ 40

250

200

150

100

50

Average BW of the phase, kg

FIGURE 2 | Evolution of protein and bone mineral content deposit as a
function of average weight (89).

and the minimal endogenous loss. Basal fecal endogenous losses
of P and Ca are set at 6 mg and 8 mg/kg of BW, respectively, and
obligatory urinary losses are estimated to be 1 mg and 2 mg/kg
of BW. These unavoidable losses are low under conditions of
low P or Ca supply, and become greater as the supply increases.
The utilization efficiency of the absorbed P and Ca is therefore
set at 98%. The Ca and P requirements are first estimated as
standardized before applying a digestibility coefficient of 58% to
the Ca requirement for expression as total Ca. In this model, as
in Sauveur and Perez (83) Ca requirement is estimated according
to a factorial approach based on digestible Ca and expressed
on a total basis assuming 45-50% Ca digestibility. This permits
adaptation of the Ca:digestible P requirement according to
animal weight and performance. The same approach was recently
used for sows by Gauthier et al. (87) and Gaillard et al. (88).

In all these models, ash deposition strongly correlates with soft
tissue gain. However, recent feed trials have shown that this is
not the case in growing pigs (Figure 2; 89). Protein deposition
increases linearly up to a body weight of about 60 kg, then
decreases while bone mineral content deposition increases until
the pigs reach slaughter weight (120 kg). These two variables
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are, therefore, measurements of different physiological processes.
In the Jondreville and Dourmad (84) and NRC (20) models,
the Ca requirement and the digestible P requirement form a
fixed ratio throughout the life of the pig. However, as seen
previously, bone growth and soft tissue growth are dissociated,
which logically results in a Ca:P requirement ratio that is not the
same throughout the life of the animal.

4. STRATEGIES TO REDUCE
PHOSPHORUS EXCRETION

4.1. Improved Mechanistic Models to
Assess Phosphorus and Calcium

Requirements

The factorial approach can be integrated in a mechanistic model.
The mechanistic models aim to represent the mechanisms of a
system. In fact, they connect the underlying mechanisms that
control operation of a system. It is, therefore, a matter to meet
the conventional notion of requirements (homeorhesis, long-
term response) with the response of the animals to inputs
[homeostasis, short time scales, (90)]. In a more recent model
(11), because of a lack of data, the potential Ca and P
depositions were driven by potential protein deposition. But
as seen previously, the protein and ash bone depositions are
not correlated (89). Consequently, the assessment of Ca and
P requirements must consider the fact that changes in skeletal
tissue are not directly proportional to lean growth. This is clear
when looking at the capacity of P- and Ca-depleted pigs to rapidly
replace bone mass through compensatory bone mineralization
(see section 4.3). This model has been revised (12) to rectify
the no dependency of bone mineral deposition on protein gain
by establishing a potential for Ca deposition independent of
soft tissue gain, thus allowing P and Ca requirements for soft
tissue growth and bone growth to be predicted independently
(Figure 3).

This new model estimates apparent digestible Ca and P
requirements, which can be converted to STTD or total
requirements. The only input required is the initial body weight,
from which body protein, lipid, water, and ash (soft tissue and
bone) are estimated. Soft tissue growth is currently estimated
by applying the principles of van Milgen et al. (91), although
other models such as NRC (20) or even user-specific equations
tailored to animal growth in a specific setting may be adequate.
Estimated protein and lipid gains can be used to assess P and
Ca retention in soft tissues (92). In parallel, the Ca requirement
for bone is estimated with the bone Ca potential deposition
curve presented by the same authors (12). The deposition of P
in bone is estimated at a fixed ratio of 2.16 to Ca deposition. The
maintenance requirements, equivalent to the obligatory urinary
losses, are set at 0.5 mg for P and 2 mg for Ca, per kg of body
weight. The sum of the maintenance and growth requirements
(of soft tissue and bone) thus provides apparent digestible P and
Ca requirements. In fact, the ratio increased with body weight
because protein deposition that represents about 30-40% of the
body P decreases while bones continue to grow after 70 kg of BW.
These can be converted to standardized or total requirements.

Input:
Initial BW — Initial protein, lipid, water, ash
v
Soft tissue growth
Water Protgnj and
deposition lipld
deposition
Whole-body ash growth :
| === VvV — =1
BW
| | Caand P CaandP |!
T bone soft tissue :
: deposition deposition ||
|

Production requirements

[ ca: 1

I C.a and P | L
| maintenance

| requirements_l 1

Outputs:
ATTD P, STTD P
ATTD Ca, STTD Ca, Total Ca

FIGURE 3 | General layout of the proposed mechanistic model predicting total
calcium (Ca) and apparent and standardized digestible phosphorus (ATTD and
STTD P) requirements of growing pigs (12).

Results confirm the need for a non-fixed Ca:P requirement
ratio (Table 1). This model has the additional advantage of being
adaptable to different production objectives such as 100% or 85%
mineralization, without decreasing the share of Ca or P destined
for soft tissues. Although a single deposition potential has been
established, it will become necessary to consider animal genetics
(93, 94) and/or sex in further validations of the model. The
sensitivity analysis of the model showed that protein deposition
influenced ATTD-P variance by 15% for pigs at 30 kg, 6% at
60 kg, and 1% at 120 kg based on protein deposition variation
in previous trials (12). The decrease in the influence of protein
deposition on P with BW increase coincides with the linear
increase in bone deposition. Moreover, the ATTD-P variance
associated with protein deposition at 30 kg shows that animal
growth will have a major impact on P recommendations.

4.2. Toward More Efficient Degradation of

Phytate Phosphorus

4.2.1. Description of Phytases

Phytases, or myo-inositol hexaphosphate phosphohydrolases, are
enzymes that hydrolyze phytic acids and release the phosphate
groups (55). In growing pigs, there are 4 sources of phytase:
(1) the mucosa of the small intestine, (2) microorganisms in
the large intestine, (3) ingested plant matter, and (4) exogenous
phytase added to the feed. A unit of phytase activity is defined
as the release of 1 pmol of inorganic P per minute in a solution
containing 5.1 mmol of sodium phytate per liter at pH 5.5 and
37°C (95). Low endogenous phytase activity is observed in the
proximal part of the pig intestine, but about 20% of the phytic P
would nevertheless be potentially absorbable (72, 76, 77). Some
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TABLE 2 | Characteristics of some commercial microbial phytases.

Product Origin Expression Type® pHoptima IPg degradation®  Year®
Natuphos® A. Niger A. Niger 3 2;56-56.5 503 1990
Allzyme® SSF A. Niger A. Niger, 3 6

Finase® P/L A. Niger Trichoderma reesei 3 2.5

Ronozyme® P Peniophora lycii Aspergillus oryzae 6 4-4.5 480 2002
Phyzyme® XP Escherichia coli Schizosaccharomyces pombe (ATCC 5233) 6 4.5 140 2003
OpﬂPhos® Escherichia coli Pichia pastoris 6 3.4;5.0 2006
Quantum™ Escherichia coli Pichia pastoris 6 4.5 148 2007
Ronozyme® Hiphos  Citrobacter braakii Aspergillus oryzae 6 4-5 269 2010
Quantum® Blue Escherichia coli Trichoderma reesei 6 4-5 211 2012
Axtra® PHY Buttiauxella sp. Trichoderma reesei 6 3.5-4.5 129 2013
Natuphos® E Hybrid phytase (Hafnia sp., Yersinia sp. et A. Niger 6 4-5 2016

Buttiauxella sp)

Table 2 is not an exhaustive list and represents only a few of the currently available commercial phytases, adapted from Dersjant-Li et al. (95, 97), and Lei et al. (98).

23 or 6 phytase.
bphytase activity needed to achieve 50% reduction in IP6, with high buffer volume.
CYear of the commercial launch.

plant raw materials have their own phytasic activity. This one
is more or less important according to the ingredient and the
part used (14, 84). Phytasic activity is higher in some cereals
such as rye, triticale, wheat, or barley than in cereals richer
in proteins (19). Plant phytase is sensitive to heat (more than
microbial phytases), since its activity is partially or completely
inactivated after high temperature treatment (>70°C) such as
those for pelleting (18, 84, 96). It is why in INRA-AFZ feed
tables (19) two values are given for P digestibility, one which
takes account of the effect of endogenous phytase to be used
when feed is given as meal, and a second without considering
the effect of endogenous phytase to be used when the feed is
pelleted. Therefore, the most promising phytase sources remains
the exogenous phytase.

4.2.2. New Generations of Exogenous Phytases

The first exogenous phytase was marketed in 1991 in the
Netherlands, the first country to introduce strict regulations
intended to limit P discharges from pig and poultry farming.
The use of phytases then accelerated following the introduction
of similar legislation in other countries and the ban on the
use of animal byproducts in Europe (18). These enzymes
were isolated first from fungi (Table 2), then new techniques
allowed the production of phytases by bacteria and yeast,
leading to the second generation of phytases. The common
commercial phytases are obtained from cultures of Aspergillus
niger, Peniophora lycii (fungi, 3-phytase), and Escherichia coli
(bacteria, 6-phytase). In pigs, bacterial phytase has been found to
be more effective than fungal phytase (78, 99). This explains why
fungial phytases were supplanted in the early 2000s by 6-phytases
produced by Escherichia coli. Other second-generation phytases
obtained from cultures of Citrobacter braakii, Buttiauxella spp.
and even hybrid forms soon followed (Table 2). Third generation
phytases with up to 8 amino acid substitutions in the E. coli
enzyme have better thermostability (100). The presence of plant
phytase reduces the response to added exogenous phytase (18).

New generation phytases developed through genetic engineering
release more P (101). Exogenous phytases also increase Ca
availability (32) but the underlying mechanism remains to be
determined. P and Ca digestion in pigs has been modeled,
integrating interactions, the different chemical forms, and the
effect of phytase (71). Dissociation of Ca phytates at gastric pH is
presumed in this model has showed in vitro (102). By increasing
the proportion of phytate degraded by phytase in the upper
digestive tract, less Ca should form insoluble complexes with
phytate in the small intestine where pH is favorable and therefore
more should remain available for absorption. However, we have
not seen validation of this hypothesis in vivo and the exact mode
of action of phytase on Ca remains unclear, but undoubtedly have
an impact in vivo. Phytases preferentially release the position 5
and 6 phosphates, which have the highest affinity for cations such
as Ca, rather than dephosphorylating phytate completely (103).
As aresult, the phytase doses that are now commonly used would
increase Ca availability more than P availability, at a ratio of about
2, whereas high doses would sustain P release while Ca release
reached an asymptote (103).

4.2.3. Factors Influencing the Efficiency of
Exogenous Phytases
For optimal action, phytic acid must be hydrolyzed upstream
from the sites of absorption of P and other minerals such as Ca,
Zn, and Fe. P is absorbed mostly in the upper small intestine
(5, 51). Hydrolysis in the stomach is therefore ideal, meaning
that the enzyme must be sufficiently active at gastric pH (3.5 in
young pigs and lower in older animals (104)). Phytase from A.
niger works well at pH 2 or 5-5.5, but poorly at porcine gastric
pH. The optimal pH range of new generation phytases has been
lowered and in some cases broadened [Figure 4; (105-107)].

To limit the loss of activity, phytases must be made resistant
to digestive proteases. Second-generation phytases were better in
this sense (P. Lycii vs. E. coli, Figure 5, 106). After 2 h in contact
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FIGURE 4 | Effect of pH on phytase activity of the phytase products used in the in vitro degradation model with EC1: Quantum (AB Vista), EC2: Quantum Blue (AB
Vista), EC3: Phyzyme XP (Danisco), CB: Ronozyme Hiphos (DSM), PL: Ronozyme NP (DSM), AN: Natuphos (BASF), BSP: AxtraPHY (Danisco). Reprinted with

with pepsin, E. coli phytases retained 77% of their initial activity
compared to 31% for an A. niger phytase (95).

The ideal temperature of activation of the phytase is between
50 and 60°C. On the other hand, high temperature treatments
(> 70°C) decrease the phytase activity of the feed (108-110). The
second-generation E. coli phytases lost thermostability compared
to the fungal phytases (98), except for a third-generation phytase
from E. coli (Phy9X), which is resistant to higher temperatures,
up to 75°C (108, 111). On the other hand, increasing the
resistance temperature of phytases can lead to a higher optimal
temperature and thus potentially decrease their efficacy at normal
pig body temperature (around 39°C) (112).

To be the most useful, phytases must preferentially degrade
IPg and IP5 phytates as quickly as possible. They must, therefore,
have a high affinity for the preferred substrate. Second-generation
phytases were improved in this sense (112), at least in terms
of initial reaction velocity (Vyay) in vitro with IPg and IPs
substrates (105).

Despite the improvement in phytases, it is important to
understand that they act on soluble phytates. Therefore, the
factors that influenced phytate solubility must be control. Certain
minerals interfere with phytates. Cations have an inhibitory
power related to their affinities for phytic acid but also the
insolubility of the complexes they formed. This is measurable
as the amount of mineral that causes phytates hydrolysis to
drop by 50% at a given pH (102). The smaller the amount,
the more inhibitory. On this basis, the following ranking has
been established (102): at pH 6: Fe?* > Zn?'= Fe’* >Mn?*
>> Ca?*>Mg?" At pH 5 Fe’* > Fe?*> Zn** >> Mn?" >
Ca?* >> Mg>", representatives of the gut pH in pigs. This
inhibitory power represents the affinities of the minerals for
phytic acid but also the insolubility of the complexes formed.
Reducing the pH to 4, which corresponds to gastric pH, strongly
reduces the power of all minerals tested. Iron has the greatest
potential for inhibition, but to our knowledge, no study of its
effect on phytase effectiveness in animal feed has been published.
Regarding Zn and Cu, their supply can be high in piglets with
so-called pharmacological levels (2,500 ppm) when used as a

-~ E. coli phytase + pepsin
--0--- E. coli phytase + crude extract

Residual phytase activity (%)

20 1
01 — P. lycii phytase + pepsin bb
10 1 —o— P, lycii phytase + crude extract
0
0 30 60 90 120 150 180 210 240

Pre-incubation time (min)

FIGURE 5 | Residual phytase activity of E. coli and P, lycii phytase after pepsin
or gastric crude extract from trout stomach hydrolysis throughout incubation
time (0, 60, 120, 180, and 240 min). The incubation was performed by adding
1 FTU phytase to a protease solution with 5000 U from porcine pepsin or
gastric crude extract from fish, performed at pH 2.0 (HCI), 16 °C. The results
are plotted as the mean =+ SE (triplicates). Different letters, for each time,
indicate significant differences (P<0.05) between phytases (106).

growth factor to reduce diarrhea. Zn has a high complexing
power, a single Zn cation being capable of binding to two phytic
acid molecules (113). The effect of Zn on phytase efficiency has
been studied in weaned pigs (6-20 kg). With 1,000 and 3,000
FTU in the diet, zinc oxide at 3,000 mg/kg decreased the Ca
ATTD by 6 and 9%, respectively, and the P ATTD by 10 and
16% in pigs weighing 15-20 kg (114). In young pigs weighing
7-13 kg, P release by phytase was reduced by 30% when the
dietary Zn content was 1,500 mg/kg (115). The effect of Cu
on phytase is less clear. Cu phytates appear to be soluble at
neutral pH (113), suggesting no effect. An in vitro study of Cu
at 62.5 mg/kg and pH 5.5 suggests that P release from phytase
may decrease by 2-30% depending on the source of the Cu
(116). At 500 mg/kg, the decreases ranged from 5 to 75%. At
pH 6.5, the decreases were even more marked but were almost
non-existent at pH 2.5. The most likely explanation for these
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FIGURE 6 | Theoretical relationship between P release from phytate and
associated Ca value showing disproportionate extra phosphoric effect with
initial destruction of the higher esters (103).

observations would be formation of insoluble phytic acid-Cu
complexes at higher pH, which is of some concern given the
pH of the porcine gut (116-118). In pigs weighing 6-22 kg, P
digestibility was greater with methionine-chelated Cu than with
Cu sulfate (118). Chelated Cu would be more stable in the upper
gastrointestinal tract and less available to form complexes with
phytic acid; thus there would be a better release of absorbable
phosphate (116, 119). Tests of the effect of Zn and Cu form and
concentration on Ca and P digestibility in pigs weighing 6-22 kg
showed that the form of Cu had no effect, while the form of Zn
did (117).

Ca is ranked as less inhibitory but is incorporated into feed at
much higher concentrations than Zn, Cu, or Fe. As a result, Ca
forms a significant proportion of insoluble phytates, frequently
with Zn (120). Because the recent phytases have a higher affinity
for IPs and IPs, which have higher affinities for Ca, the ratio
of Ca:P released using second and third generation phytases is
around 2 at 500 FTU/kg (Figure 6) and decreases as phytase
activity increases (103, 121, 122). The phytase levels practiced
in the field may therefore lead to an increase in the digestible
Ca:P ratio. Trials have shown phytase effectiveness to decrease
as the Ca:P ratio increases in the feed (123-125) albeit without
comparison to phytase-free diets, making it impossible to know
whether the effect of Ca was on phytase or on P absorption
(126). When the ratio of Ca to total P was increased from
1.2 to 1.8, pigs grew more slowly regardless of the presence
of phytase, suggesting a specific effect due to Ca rather than
an influence on phytase efficacy in releasing P (78). In trials
conducted with P at requirement levels, P digestibility decreased
slightly as the Ca:P ratio increased from 1.2 to 1.9 but was
indifferent to phytase (79). Furthermore, urinary excretion of P
was 5-fold higher at a Ca:P ratio of 1.2, due to the lack of Ca
for deposition of P in bone. Nor was any effect of Ca on phytase
efficacy found when animals were fed above the P requirement
(127). A high Ca:P ratio therefore does not seem to have a
direct effect on phytase efficacy in releasing P but rather on
P absorption and retention, possibly going so far as to cause
a P deficiency and ultimately poorer growth regardless of the
presence of phytase (18, 79).

4.3. Depletion-Repletion Strategy

Animals have a survival strategy to overcome some mineral
deficiencies by enhancing digestion and increasing the efficiency
of utilization of the deficient nutrient (128). In several species,
dietary restriction of Ca and P results in increased intestinal
absorption, renal reabsorption, and deposition and mobilization
in bone tissue (1). The effects of dietary Ca restriction and
recovery processes on bone metabolism were studied decades ago
in rats (129-131) and humans (132). The findings suggest that
bone has ways of replenishing losses due to the use of mineral
reserves and that parathyroid hormone and vitamin D play a role
in the mechanisms. Bone accretion, intestinal absorption, and
renal reabsorption of minerals are under hormonal regulations
described in Figure 7.

The Ca depletion-repletion strategy is already used to prime
dairy cows for high Ca demand during early lactation (133) and
to prevent milk fever. By feeding a Ca-deficient ration for a
few weeks before the start of lactation, regulatory mechanisms
that maintain blood Ca levels (increased intestinal absorption
and renal reabsorption) are activated (133, 134). A few days
before calving, when the demand for Ca becomes very high,
the cows then receive more Ca (134), and the shortfall between
the requirement and Ca absorbed is smaller because of the
effect of priming on parathyroid hormone. The animal is
also better prepared to draw upon bone Ca as needed to
maintain blood Ca levels and thus prevent milk fever. Similar
regulatory mechanisms allow maintenance of P levels, and these
can be exploited to increase dietary P utilization in growing
animals and hence the sustainability of livestock farms from the
environmental perspective. The idea underlying the depletion-
repletion strategy is therefore to trigger regulatory mechanisms
during the depletion phase to induce an increase in P utilization
efficiency without affecting growth performance (1). In the case
of P and Ca, the mineral content of the body or of a specific bone
is monitored using X-ray absorptiometry [DXA, (135)]. During
depletion in growing pigs, body bone mineral content continues
to increase, but bone accretion is decreased compared to control
pigs, leading to reduced bone mineral content.

When P supply is intentionally below the estimated
requirement of the animals, the level of Ca is generally decreased
at the same time to avoid the deleterious effects of a high
digestible Ca:P ratio on P absorption. When animals thus
primed are fed the repletion diet, which provides P at least
at the requirement level, the deficit overcome. This allows an
overall reduction in dietary P intake during the rearing phase.
Depletion-repletion studies of growing animals such as pigs
(8, 10, 136) and chickens (137-141) led to effectively increasing P
utilization and limiting excretion without compromising animal
well-being and performance. Some authors (9, 142) have focused
on improvements to bone health; these studies have led to better
understanding of the deleterious effects of short-term dietary Ca
deficits during growth on long-term bone mineralization. The
main trials performed with pigs are summarized in Table 3.

When Ca is deficient, the Ca regulation calls for
parathyroid hormone, which is a hypercalcemic hormone
that increases dietary Ca utilization, but with a concomitant
hypophosphoremic effect due to renal excretion of P (144).
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Ca deficiency must therefore be avoided. In growing pigs,
it has been found to reduce the expression of genes related
to P reabsorption in the kidney, favoring P excretion in
urine (145). P depletion in the range of 30-40% and slightly
lower for Ca induces demineralization of the same order
in the whole body and vertebrae as measured by DXA
(Table 3). The trial conducted by Aiyangar et al. (9) shows
greater demineralization with a higher Ca deficiency. The
metacarpus appears to demineralize less (5-10%) than the whole
body or vertebrae (10), whereas the femur responds like the
whole body. Bone reserve depletion measured thus depends
primarily on the degree of dietary depletion and on the bone
region studied.

Several studies have shown that this strategy works and
increases bone mineral content (BMC) gains and digestible P
utilization when animals are fed a repletion diet (at requirement
or above). The gain of BMC in L2 to L4 vertebrae in depleted
animals exceeded those in non-depleted control pigs by 56%
during a first 28-day repletion phase and 15% during a second
repletion of the same length (8) and by 29% after a 28-day
repletion and 11% after a 56-day repletion in another study
(Figure 8; 136). The corresponding increases in digestible P
utilization estimated as deposition vs. intake were 20-50% with
bone deficit recovery in 28-56 days for the whole body and in 28
days for vertebrae. The shorter time for vertebrae could be due to
their high percentage of trabecular tissue, which is more sensitive
than cortical tissue to mineral deficiencies (146). Furthermore, in
pigs, bone mineralization is faster in the trunk from 3 to 30 kg
of BW than in other parts of the skeleton (147). In a study using
the common dosage of 750 FT'U/kg without phosphate, thus 40%
below the requirement, the deficit was recovered in 27 days on
the repletion diet with a 47% increase in whole body BMC gain
(143). Overall, the depletion-repletion strategy reduced dietary
phosphate use and P release by about 40%. In contrast, the

repletion diet has failed to restore bone mineralization in at least
two porcine studies (9, 142).

Phosphocalcic regulations occur in the gut, kidney, and
bone (32, 148). Ca absorption may increase by 27% upon
repletion compared to control animals receiving the same feed
(8). Osteocalcin, derived from newly synthesized bone and
thus an indicator of osteoblastic activity and hence increased
bone accretion (149), has been found to increase during the
repletion phase (10). The physiological mechanisms underlying
animal responses to the depletion-repletion strategy remain
poorly understood. It, nevertheless, appears that adequate bone
mineralization and growth performance can be achieved at
decreased P intake and excretion through improved P utilization.

5. MITIGATION STRATEGIES:
COMPARISON AND PERSPECTIVES

The mitigation of the environmental footprint of P in pig
production both refers to the optimization of the use of
phosphates, which are a non-renewable resource that must
be extracted and transported, and to the minimization of its
excretion especially in regions with high production density.
Some strategies of mitigation have been proposed in the
previous sections.

The potential for decreasing P excretion with phytase is well
known (18). Its potential depends mainly on a precise nutritional
matrix. First, a precise estimation and utilization of the P matrix
is crucial. The Ca matrix has recently been shown to be of great
importance because, on the one hand, an excess of soluble Ca
can decrease the P digestibility (78) and, on the other hand, in
case of Ca deficiency, the P is not retained and is excreted in
the urine (79). In recent trial with microbial phytases (500 FTU),
Lagos et al. (150) showed a drop of 37% in the total P excretion,
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TABLE 3 | Effect of depletion-repletion strategy on bone mineralization of growing pigs.

Depletion period Repletion period
Article® Measurement ~ Phase Sequence® BW,kg p-valuec Days? P, % Ca?, % Bone', % p-value® Bone accretion?, % p-value® Sequence® Days? BW, kg p-value® Bone', % p-value®  Bone p-valuet
accretions,
%
1 L 3 ns 28 31 39 34 <0001 -62 <0.001
) oL 67 8 42 22 25 -8 Lo 28 64 008 -7 <0001 42 ns
w 66 ns 56 -42 22 25 <0001 -45 <0.001
1 BMC total bocy OXA) coL 102 ns 28 a4 13 14 0002 31 <0001 clo 2 100 ns 13 0006 8 ns
L 100 84 -3 13 38 23
. ccc 56 129 3 +11
cole 28 134 s + ns +29 <0001
1 Low 4% ns 28 -40 -30 29 <0001
, (Conlow 72 28 40 46 24 -53 Low-Con 28 70 <001 -8 0007 417 0005
) BMC of the L2 to L& Lowlow 77 ns 56 -40 46  -30  <0.001 -36 <0.001
vertebrae Con-Con-Low 104 28 -40 33 2 -18
3 Conlowlow 101 56 40 33 16 1 Low-Con-Con 56 99 4 15
Low-Low-low 106 ns 84 40 33  -18 <0001 0 ns  Lowlow-Con 28 108  ns 7 ns +66  <0.001
1 L 48 <0001 59 -47 29 -8 <005
3 Ashiof the 7 and 47 w 91 <005 131 -45 80 7 <006 LH 7299 ns - ns
metacarpus 2
HL 100 s 72 <45 30 -1 ns
1 L 28 54 66 <001
4 BMG total body (OX4) L 7 54 -2 <001 -60 <001 LH a3 3
HL 43 -54 -50 <001
1 DD- 12 ns 10 60 53 -9 <001
DD+ HCaPhyt- 21 %5 32 o0 -10 DD-HCaPhyts 25 21 1
DD+ LCaPhyt- 21 % 32 a7 7
5 Femur asn 2 DD-LCaPhytr 21 s 0 a4
DD- HCaPhyt- 21 s 82 0 a7
DD-LCaPhyt- 21 3 -8 a7 -19
1 Phyt 71 <005 30 -40 -40 17 <0001 23 <001
6 BMC total body (DXA) 2 Pryt-Phyt 27 108 ns +3 ns +47 <005
3 PhyLPhyi-Phyl 55 130 ns +7 ns +4 ns

aArticle 1 : Gonzalo et al. (136), article 2 : Létourneau-Montminy et al. (8), article 3 : Varley et al. (10), article 4 : Aiyangar et al. (9), article  : Létourneau-Montminy et al. (79), article 6 : Lautrou et al. (143).
bSequences of depletion and repletion as named in the original articles.

Cp-value of the statistical analysis of the control vs. the studied group, for the variable of the previous column.

9Duration of the depletion or repletion.

©P or Ca depletion against the control.

Difference of the state of the bone at the end of the phase between the control vs. the studiied group, according to the measurement.

9Difference of the bone accretion measurement between the control and the studiied group.
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FIGURE 8 | Body bone mineral content of growing pigs feeding
depletion-repletion diets (145).

and a reduction of 6.1 g/kg monocalcium phosphate supply, for
60 kg BW pigs. Besides, Almeida and Stein (55) showed that
the total P excretion decreases up to 51% with 685 FTU at 15
kg of BW, and monocalcium phosphate supply is reduced up
to 8 g/kg.

The depletion-repletion strategy also led to a decrease of
the phosphate input and the P excretion. In Gonzalo et al.
(136)’s trial, a depletion period of 28 days (L) resulted in a
decrease of P supply from 8 to 12%, and 2 separate depletion
periods of 28 days (LCLC, C being a 28 days phase of
feeding control diet) resulted in a reduction of 12% of P
input. The excretion of P in the CLCC, CCLC, and LCLC
groups decreased of 15, 13, and 16%, respectively, compared
to the control. The decrease of P excretion was greater than
the decrease of P input thanks to animals utilizing P more
efficiently during the depletion and the repletion periods. With
P total collection of feces and urine, Létourneau-Montminy
et al. (8) showed that a depletion of 56 days can lead to a
P excretion decrease of 19% with a diminution of P intake
of 23%. As seen previously, few authors tested depletion-
repletion strategies on growing pigs and the results differ in
terms of bone mineralization compensation (145). There is a
lack of data to precisely defined an ideal strategy of depletion
repletion (depletion duration, age, intensity). The study of
underlying mechanisms, such as hormonal regulations, will
certainly help to reach this objective to reduce phosphate input
without compromising bone mineralization and to apply this
strategy on farm. Nevertheless, a reduction of 15-20% of both
phosphate use and P excretion may be achieved with depletion—
repletion strategy.

The strategy of depletion-repletion can also be combined with
phytase. Lautrou et al. (143) tried to evaluate the effect of a zero
phosphate diet on the growth of pigs and the environment. The
use of phytase did not meet the full extent of the P requirements
for pigs during the first growing phase of 39 days, but phytase

provided enough P during the 2 next phases. This strategy led to
adrop of 66% in P excretion during the 2 first phases (the data are
not available for the last one), and a reduction in monocalcium
phosphate supply of 18.71, 9.52, and 7.17 g/kg in Phases 1, 2, and
3, respectively. This trial showed that there is an opportunity to
feed growing pigs from 30 to 130 kg without adding any mineral
phosphates. This success has to be confirmed and always requires
a well-defined phytase matrix, particularly to mitigate the risks
associated with the depletion phase.

In a simulation, Pomar et al. (151) showed that precision
feeding, a strategy in development that allow to feed pigs with
diets tailored daily to each individual’s nutrient requirements,
could reduce P excretion by 38%. A recent study compared
the P excretion of pigs under conventional or precision feeding
(152). The individual and daily feeding system (based on
estimated lysine requirement) led to a decrease of 27% in P
excretion compared to the group phase feeding system. In
this trial, phytase was used but not compared with a control
without phytase. The combination of precision feeding with
phytase and a depletion-repletion strategy has not been tested
yet, but after the synergy observed with the phytase and
depletion-repletion strategy, combining these 3 methods seems
a promising strategy that could lead to an even greater reduction
of P excretion.

6. CONCLUSIONS

This review has shown that it is still possible to improve
P utilization in swine and to improve the sustainability
of the industry by mitigating phosphorus’ impact on the
environment. The first step is to precisely estimate the P
and Ca content of feedstuffs and each animals total diet.
The second step is to use a robust multicriteria modeling
approach to establish animal requirements. The new generation
of phytases may provide a strategy to increase P utilization by
pigs by providing a precise estimation of the equivalences and
interfering factors and maximizing the solubility of phytates.
A depletion-repletion strategy to prime animals to make them
more efficient is also promising, but still requires testing to
refine it and better understand the underlying mechanisms.
Finally, precision feeding, a strategy in development that
permits feeding pigs with diets that are tailored daily to
each individual’s nutrient requirements, shows possibilities to
reduce more P excretion, and will undoubtedly be employed
once the P requirements will be well defined by a robust
modeling approach.
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